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Introduccion y Justificacion

1. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION DEL TEMA.

La paresia puerperal es una patologia que se diagndstico por primera vez en el ganado
vacuno hace unos 215 afios (Murray et al., 2008). Tradicionalmente, la investigacion se ha
centrado en la presentacion clinica y tratamiento de esta y otras patologias; sin embargo, es
en estas ultimas décadas cuando cobran relevancia la prevencion de enfermedades de la

produccion y se han descubierto las distintas interacciones entre las patologias peripartales.

Tanto la presentacion clinica como subclinica de la hipocalcemia estan consideradas como
la clasica “puerta de entrada” de la mayoria de las patologias del periodo peripartal (Mulligan
y Doherty, 2008). Asi, las vacas con paresia puerperal pueden tener una mayor incidencia de
distocias, prolapsos uterinos, retenciones de placenta, endometritis, infertilidad, mamitis,
desplazamiento de abomaso, cetosis e inmunosupresion (Houe et al., 2001; Ducusin et al.,
2003) y un incremento de la concentraciones plasmaticas de los acidos grasos libres no
esterificados (NEFAS) (Reinhardt et al., 2010).

La incidencia clinica de la paresia puerperal se encuentra, segun un meta-analisis llevado a
cabo sobre estudios de campo desde el afno 1977 al 2009, entre un 3,45% en granjas
norteamericanas, 3,50% en Australia y el 6,17% en Europa (DeGaris y Lean, 2008a). En
nuestra zona de trabajo, los valores observados son similares a los que se describen en
otros estudios europeos (Fidalgo et al., 1994). Cuando estudiamos la incidencia de la forma
subclinica, definida esta como una concentracion del calcio plasmatico menor de 8 mg/d|, el
rango varia desde el 25% en las vacas de primer parto, el 41% en vacas de segunda

lactacion y hasta el 54% en vacas de quinta lactacion (Reinhardt et al., 2010).

El coste econémico de un caso tipico de fiebre de la leche esta valorado en 334 ddlares
(Guard, 1996), teniendo en cuenta que un 8% de las vacas afectadas no se recuperan, el
12% de las vacas que se recuperan son eliminadas y el promedio de pérdida de leche de un
animal que sufre hipocalcemia con respecto a otro sano es de unos 300-500 kg por
lactacion. También a parte de estos costes el impacto econdmico es muy elevado debido a
que la vida media del animal se reduce en 3,4 afos (Horst et al, 1997). Asi hace dos
décadas, Ramos (1995) estimé que teniendo en cuenta los costes directos de tratamiento y

los indirectos (disminucién de la produccion, reduccidn de la vida productiva de los animales
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afectados, etc.), esta patologia producia unas pérdidas de unos nueve millones de euros al

ano en Galicia.

De lo comentado con anterioridad, se justifica la necesidad de desarrollar una estrategia
terapéutica destinada a disminuir la incidencia de las formas clinica y subclinica de la
hipocalcemia. Con este motivo, a lo largo del tiempo se han empleado distintos medios y, de
entre ellos, el manejo nutricional, debido a su facil aplicacion es el que ha obtenido los
mejores resultados, especialmente, la manipulacion de la diferencia anion-cation de la dieta
mediante la adicion de sales anidnicas. Esta medida preventiva ya se utilizé por primera vez
hace 50 afos (Ender et al.,, 1962), pero todavia hoy en dia no sé conoce el mecanismo
exacto de accion por el cual estas sales evitan la aparicion de esta patologia. A pesar del
efecto beneficioso que provocan en las vacas de leche, no es hasta estos ultimos afos
cuando se relanza la investigacion sobre su aplicacion profilactica (Goff et al., 2004;
Charboneau et al., 2006; Lean et al., 2006; DeGaris y Lean, 2008a; Ramos-Nieves et al.,
2009; Gelfert et al., 2010; Seifi et al., 2010; Griinberg et al., 2011).

De forma muy simplificada, el mecanismo de accion de las sales anidnicas se basa en que
estas originan un estado de acidosis metabdlica leve que aumenta la sensibilidad de
diferentes tejidos a la accion de las hormonas calciotrépicas, lo que se traduce en un
incremento de la absorcion intestinal y movilizaciéon de calcio desde el hueso (Goff y Horst,
1997). Todo esto se traduce en una mejoria del metabolismo del calcio y reduccién de la
incidencia de la fiebre de la leche (Goff, 2008).

A dia de hoy este método preventivo, dentro de los que modifican la composicién de la dieta,
es el mas utilizado en las granjas comerciales (Martin-Tereso y Verstegen, 2011) pero aun
asi solo lo emplean un 27% de las explotaciones norteamericanas (Griinberg et al., 2011),
aunque en granjas con mas de 1000 animales se aplica entre un 60-70% (Goff y Horst,
2003a).

Uno de los principales inconvenientes que presentan estas sales es su mala palatabilidad
(Goff y Horst, 2003a) por lo que siempre se recomienda un buen mezclado con los
ingredientes de la dieta. Esto es especialmente complicado en rebafios pequefios y medios
(<500 vacas) ya que no suele existir una racidon especial para las vacas en transicion, por lo
que estas vacas reciben la misma dieta que las del posparto y las sales aniénicas deben de
ser afiadidas y mezcladas a mano para que no se produzca una disminucion en la ingestion

de materia seca (Gelfert et al., 2009).



Introduccion y Justificacion

Esta desventaja en el empleo rutinario de las sales anidnicas durante el preparto y los
problemas que conlleva este proceso (Oetzel y Barmore, 1993; Goff y Horst, 2003a), es por
lo que en la actualidad una de las lineas de investigacion mas importantes tiene como
objetivo determinar como afectan estas a las distintas hormonas, factores de crecimiento y
metabolitos en el posparto (Ramos-Nieves et al., 2009; Degroot et al., 2010; Seifi et al.,
2010; Wathes, 2012).

Dentro de las hormonas que desempefian un papel importante en informar al eje
reproductivo del status del balance energético de los animales destacan la insulina y leptina
(Butler, 2003; Meikle et al., 2004) aunque por el momento no hay datos sobre el efecto de las
sales sobre el comportamiento de estas hormonas. En nuestro caso, al realizar el estudio en
condiciones reales de una granja comercial en un sistema de produccién semiextensivo y no
poder medir de forma totalmente controlada la ingesta individualizada de los animales
optamos por evaluar la concentracién de insulina y leptina por el papel tan importante que
desempefian estas dos hormonas en informar al eje reproductivo del estatus del balance

energético de los animales (Butler, 2003; Meikle et al., 2004).

La mayoria de los estudios realizados proceden de granjas norteamericanas con un sistema
de produccion intensivo (Melendez et al., 2003) y australianas en extensivo (Roche et al.,
2003), que son sistemas de produccion diferentes de los de nuestra zona de trabajo; ademas
muchos datos proceden de trabajos de investigacién y no de aplicacion directa en granja
(Gelfert et al., 2007; DeGroot et al., 2010).

Por lo que en relacién a todo lo anteriormente comentado, la principal motivacién de esta
tesis doctoral es comprobar los posibles beneficios y perjuicios de la inclusién en la dieta
preparto de las sales anidnicas, en condiciones reales de una granja comercial
representativa de nuestra area de trabajo, sin mas modificaciones en la dieta y manejo de la

explotaciéon que la adicion de estas sales.
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2. OBJETIVOS

La presente memoria de tesis doctoral ha sido disefiada con el fin de estudiar, como objetivo
general, el efecto de la administracién de una dieta con sales anidnicas, en granjas lecheras
comerciales con el sistema de produccion de nuestra zona de trabajo. Para ello, este

objetivo general lo hemos subdividido en los siguientes objetivos concretos:

1. Evaluar las variaciones en el equilibrio 4cido-base y la respuesta del organismo asociadas

a la ingesta de una dieta con sales anidnicas.

2. Establecer un método simple y de aplicacién rutinaria en condiciones de campo, para

monitorizar el efecto de dichas sales.

3. Comprobar la respuesta de los mecanismos implicados en la homeostasis mineral, con
especial atencion al calcio en las vacas que consumen la dieta adicionada con sales
anidnicas.

4. Estimar el tiempo necesario de consumo de la dieta aniénica para producir efectos

apreciables en la homeostasis acido-base y calcica.

5. Valorar de forma indirecta los cambios en el balance energético de los animales mediante
el estudio de las variaciones en los niveles séricos de leptina e insulina asociados al

consumo de dieta anioénica.






Revision Bibliografica






Revision Bibliografica

3. REVISION BIBLIOGRAFICA.

3.1. HOMEOSTASIS CALCICA.

3.1.1. INTRODUCCION.

El calcio es uno de los siete macroelementos minerales que forman parte de los seres vivos,
siendo el catibn méas abundante en el cuerpo de los mamiferos y constituye,
aproximadamente, el 2% de su peso corporal (Payne, 1981). El 99% esta depositado en los
dientes y huesos y el 1% restante aparece en los tejidos blandos y liquido extracelular,

donde su actividad es de gran importancia (Hunt y Blackwelder, 2001).
En el suero se distribuye en tres fracciones (figura 1):

a Calcio iénico: Constituye el 55 % del calcio sanguineo. Esta representado
por los iones de calcio hidratados que estan libres en el suero y es la parte
que realmente tiene actividad bioldgica, ejerciendo las distintas funciones

que se le atribuyen a este mineral (Rosol et al., 2000).

O Calcio unido a complejos difusibles: Constituye el 10 % del total del calcio
plasmatico y no se conoce con exactitud su funcion (Toffaletti, 1983). Esta
ligado a moléculas de bajo peso molecular tales como bicarbonato, lactato,

citrato y fosfato (Barler, 2001).

a Calcio unido a proteinas plasmaticas: Representa el 35 % del calcio sérico.
Se une mayoritariamente con la albumina y en menor cantidad a las
globulinas. Actia como una reserva para proporcionar calcio en las
situaciones donde existe una reduccion aguda de la parte iénica (Endres y
Rude, 1994).
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CALCIO EXTRACELULAR
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Figura 1: Esquema de la distribucion del calcio en el liquido extracelular (Rosol et al., 2000).

La distribucion de calcio entre las diferentes fracciones esta regida por la ley de accion de
masas. Por lo tanto es dependiente de la concentracién de este cation, de sus ligandos y del
pH, ya que este ultimo regula la tasa de union del calcio a las proteinas. Asi, al descender el
pH sanguineo se favorece la disociacién del calcio de las proteinas, dado que los protones
compiten con el calcio por los lugares de unién de las mismas, incrementando los niveles de
calcio i6nico; por el contrario en condiciones de alcalosis se estimula la ligazén de calcio a
las proteinas y por ello se reduce el porcentaje de este mineral en forma idnica. Se estima
que las oscilaciones de la concentracion de calcio iénico se situan en 0,2 mg/dl por cada 0,1

unidades de variacion del pH (Moore, 1970).

3.1.2. FUNCIONES DEL CALCIO.

En este apartado resumiremos brevemente algunas de las multiples acciones biolégicas que

se atribuyen a este mineral:

0 En primer lugar, junto con el fésforo, es uno de los componentes mas abundantes de

huesos y dientes. En los huesos aparece formando parte de los cristales de
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hidroxiapatita y en los dientes principalmente como fluoruro calcico (Guyton y Hall,
2006a).

Se precisa de este i6n para una correcta excitabilidad neuromuscular y transmision
del impulso nervioso. Al disminuir la concentracion de calcio se produce un aumento
de la excitabilidad de las fibras pre y posganglionares, apareciendo el efecto

contrario cuando aumentan sus niveles (Guyton y Hall, 2006b).

Participa en la contraccion muscular, de forma que el calcio liberado desde el
reticulo sarcoplasmatico induce la formacién de puentes cruzados entre la actina y
miosina, lo que se traduce en el acortamiento de la fibra muscular (Greco y
Stabenfeldt, 1999).

Se convierte en un elemento esencial en la coagulacion sanguinea al permitir la

transformacion de protrombina en trombina (Guyton y Hall, 2006c¢).

A nivel intracelular es necesario para la liberacion de hormonas por exocitosis y la

activacion de diversas enzimas (Greco y Stabenfeldt, 1999).

Este mineral parece ser imprescindible para la activacion de los linfocitos T (Silva y
Ruiz Moreno, 1998). Un descenso en los niveles de calcio extracelular puede
disminuir hasta un 40 % la capacidad fagocitica de los macréfagos; ademas, la
diapédesis y la fagocitosis de los neutréfilos también son dependientes de la

concentracion de este mineral (Young et al., 1984; Tyzard, 1995).

Otras funciones del calcio son el mantenimiento del tono de la musculatura lisa de
los vasos sanguineos, control del metabolismo de glucégeno en el higado y

regulacion del crecimiento y division celular (Rosol et al., 1995).

Por ultimo destacar que se considera al calcio como el principal mensajero iénico
encargado de transmitir la informacién recibida en la superficie celular y enviarla al

interior de la célula (Hurwitz, 1996).

3.1.3. REGULACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE CALCIO.

El calcio esta implicado en multitud de funciones dentro del organismo, por lo que es de vital

importancia para los vertebrados que su concentracion extracelular se mantenga dentro de

unos limites estrechos. Para ello han desarrollado mecanismos de regulacién muy sensibles

que les permiten mantener niveles plasmaticos de calcio adecuados en un ambiente que es
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deficitario en este mineral (Schoenmakers et al., 1999). Este sistema de control es tan eficaz
que a diario se produce un intercambio de calcio entre 35-100 veces mayor que su
concentracion sérica y sin embargo, la calcemia se mantiene dentro del rango fisiolégico
(Ramberg et al., 1975).

El calcio i6nico extracelular es la fracciéon del calcio sanguineo que va a ser activamente
regulada (Brown, 1991), y en los mamiferos este control es llevado a cabo por las glandulas
paratiroides (Collip, 1925, citado por Murray et al, 2008).

Para controlar la calcemia es necesario que exista un sistema capaz de percibir las
variaciones en la concentracién de este mineral. Desde la segunda mitad de siglo veinte se
trabajo con la hipétesis de que tendria que haber un receptor en la superficie de algunas
células que informase de las oscilaciones en los niveles de calcio i6nico (Nemeth et al.,
1987). Este receptor (CaR) se ha identificado y clonado en las células de las glandulas
paratiroides en ganado bovino (Brown et al., 1993). Por técnicas de biologia molecular, se ha
puesto de manifiesto su presencia en células del rifidn, cerebro y de forma mas reciente en
las células C del tiroides (Garret et al., 1996; Brown et al., 2001). Idénticos receptores estan
presentes en los osteoblastos (Dvorak et al., 2004), en las células epiteliales del duodeno y
del colon (Brown et al., 2001) y, ademas durante la lactacion, también se encuentra en el

epitelio de la glandula mamaria (Cheng et al, 1998).

3.1.3.1. HORMONAS REGULADORAS.

La homeostasis calcica se mantiene por la accién conjunta de tres hormonas, que podemos

dividir en dos grandes grupos en funcién de su naturaleza organica (Hurwitz, 1996):

0 Hormonas peptidicas: en este grupo se encuadran la hormona paratiroidea (PTH) y
calcitonina. Ambas responden a cambios en la concentracidon de calcio en pocos
minutos. Tienen una vida media corta, lo que inicialmente nos podria hacer pensar
que su accién es transitoria y destinada al control de desoérdenes agudos; sin
embargo, van a tener una accién a largo plazo ya que controlan la produccion y

actividad de otras hormonas con una respuesta mas lenta.

O Hormonas esteroideas: en este grupo se incluye al calcitriol (1,25(OH),D3). Su
actividad fisiolégica se manifiesta después de varias horas y tiene una vida media

mas prolongada (horas) (Hurwitz et al., 1983).
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Otras hormonas, también de naturaleza peptidica o esteroidea, como los glucocorticoides,
estrogenos, tiroxina, hormona del crecimiento, glucagén y prolactina, van a participar en la
homeostasis calcica en diferentes estados fisiologicos, tales como el crecimiento y lactacion,

y en algunas situaciones patologicas (Rosol et al., 2000).

3.1.3.1.1. HORMONA PARATIROIDEA (PTH).

La hormona paratiroidea (PTH) se sintetiza en las células principales de las glandulas
paratiroides y su vida media en suero es corta, aproximadamente 10 minutos, por lo que
tiene que existir una secrecién constante para que se mantengan unos niveles basales

estables en el plasma (Schneider et al., 1980).

Las glandulas paratiroides detectan los cambios en los niveles del calcio idnico en el plasma
a través de los CaR (Chattopadhyay et al., 1996). Estos receptores juegan un papel vital en
la sintesis y en la liberacion de PTH. Asi, como se puede ver en la figura 2, bajas
concentraciones de calcio idnico incrementan la secrecion de PTH. Al aumentar la liberacion,
esta hormona lleva a cabo sus acciones contribuyendo a aumentar la concentracion
sanguinea de calcio. En contraposicién, al aumentar la concentracién de calcio ionico, los
CaR inhiben la formacion y secrecion de PTH. Asi, Hodnett et al. (1992a) demostraron que la
cantidad de PTH circulante y la concentracién sérica de calcio tenian una correlacion

proporcional inversa.

Los CaR no son sélo sensibles a la concentracién de calcio idnico, sino que también se ven
afectados por la concentracién de magnesio, aunque con una baja afinidad, y también les
influyen otros policationes incluyendo la poliamina espermita, la cual participa en el
metabolismo celular de todas las células eucaridticas. Este receptor esta igualmente
influenciado, alostéricamente, por aminoacidos arématicos (Brown y MaclLeod., 2001). Hay
evidencias de que los CaR limitan la resabsorcion de calcio en los tubulos ascendentes de la
corteza del rindn porque inhiben la reabsorcidon de magnesio, (Ward y Riccardi, 2002) lo que

implica que el control renal de estos cationes divalentes esta ligado.
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Figura 2: Control de la secrecion de la PTH. (Modificado de Murray et al., 2008).

Los niveles sanguineos de calcitriol también afectan a la secrecion de PTH y las
concentraciones de ambas hormonas varian de forma inversa. Sin embargo, una porcion
importante de los efectos que se le atribuyen al calcitriol pueden ser secundarios a la
influencia de esta hormona en los niveles sanguineos de calcio, ya que el calcitriol

incrementa la calcemia y esta elevacion reduce la liberacion de PTH (Hurwitz, 1996).

Aunque tradicionalmente se ha sugerido que el fésforo participa de forma indirecta en el
control de la secrecion de PTH, debido a su papel en la regulacién de la concentracion de
calcio y sintesis de calcitriol (Sela et al., 1997), estudios mas recientes han detectado un

efecto directo de la fosfatemia en la secreccion de PTH (Estepa et al., 1999).

Por ultimo, diferentes sustancias, entre ellas catecolaminas, dopamina, isoproterenol,
secretina y prostaglandina E, pueden estimular levemente la secrecién de esta hormona
(Habener et al., 1984). Dado que la PTH responde rapidamente, y en sentido contrario a los
cambios en la concentracion plasmatica de calcio (Hurwitz, 1996), su papel en la

homeostasis de este mineral es de gran importancia.

Para poder mantener una concentracion apropiada de calcio extracelular en la sangre y en el

fluido intersticial debe existir un equilibrio entre la absorcion de calcio en la dieta, los
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depdsitos de este mineral en el hueso y su excrecién renal. Estos procesos estan regulados
por la PTH y el calcitriol, el cual esta controlado en ultima instancia por las glandulas
paratiroides (figura 3).

Fuente de calcio y reservorio Plasma : Mecanismo regulador

Ca? de la dieta

Figura 3: Control endocrino de la homeostasis célcica. (Modificado de Murray et al., 2008).

Los tejidos diana de la PTH, como podemos observar en la figura 3, son el hueso y rifién e
indirectamente el intestino. De modo resumido las principales acciones de esta hormona son

las siguientes.

O En el hueso, la PTH puede actuar como agente anabdlico, estimulando la
produccién de hueso al intensificar la actividad de los osteoblastos. La importancia
fisioldégica de esta accion de la PTH “in vivo” es incierta, pero se ha observado que la
administracion intermitente de esta hormona incrementaba la masa désea en
humanos y animales (Canalis et al., 1994). Por ultimo, a nivel 6seo, la PTH también
favorece la movilizacién de calcio hacia el torrente circulatorio generando un
incremento en la calcemia, como consecuencia de la activacion de la reabsorcion
6sea mediada por los osteoclastos (Canalis et al., 1994). Asi segun Murray et al.,

(2008) hay distintos factores que pueden inhibir este proceso:
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- Los estrogenos, producidos por la estereidogénesis placentaria durante el

periodo inmediatamente antes del parto.

- La calcitonina, liberada por las células C del tiroides en respuesta a la

hipercalcemia.

- La edad, porque las vacas viejas tienen menos osteoclastos capaces de
responder a la PTH.

O Enelrifidn, la PTH es el principal elemento estimulador de la reabsorcion tubular de
calcio. Este efecto lo ejerce actuando sobre los canales de calcio en el tubulo
contorneado distal (Yanagawa y Lee, 1992). También puede favorecer la
reabsorcién de este mineral a nivel de la rama ascendente del asa de Henle al
incrementar la carga neta positiva en el lumen del nefrén, favoreciendo asi la salida
de calcio hacia el intersticio renal. Ademas, la PTH incrementa la actividad de la 1-a
hidroxilasa renal, por lo que facilita la transformacién del 25-hidroxicalciferol
(calcidiol) en el metabolito activo, el calcitriol (Rosol y Capen, 1997). Por ultimo, esta

hormona también va a aumentar la excrecion urinaria de fésforo (Goff et al., 1986).

O A nivel gastrointestinal, la PTH incrementa la absorcién de calcio indirectamente al
aumentar la produccion de calcitriol (1,25 (OH),D3) ya que esta hormona es la
encargada de estimular la absorcién activa de este mineral en el tracto digestivo
(Abu-Damir et al., 1994).

3.1.3.1.2. CALCITONINA.

La calcitonina se sintetiza en las células C o parafoliculares localizadas en la glandula
tiroides. En condiciones de normocalcemia, la secrecion de calcitonina es continua. La vida
media de la hormona circulante en sangre es muy corta, estimada entre 2 y 15 minutos,

siendo posteriormente metabolizada en el higado y excretada por riidén (Rosol et al., 2000).

La concentracion de calcio idnico es el principal mecanismo de control de la liberaciéon de
esta hormona, de manera que la cantidad de calcitonina secretada es proporcional a la
concentracion de calcio idnico en el plasma (Care y Bates, 1972). El glucagon y diferentes
hormonas digestivas, entre ellas gastrina y pancreocinina, incentivan su salida desde las
células C hacia la sangre (Capen y Martin, 1983). El calcitriol y otros factores, por ahora no

bien definidos, van a inhibir la sintesis de calcitonina (Azria, 1989).

20



Revision Bibliografica

La importancia de la calcitonina en la homeostasis calcica no esta todavia bien establecida vy,
asi, algunos autores, como Munson y Hirsch (1992), concluyeron que esta hormona podria
proteger frente a la hipercalcemia en situaciones extremas, pero en condiciones normales su
actividad no seria necesaria. Su funcion principal en los vertebrados, debido a que viven en
un medio ambiente pobre en calcio, es la de regular estados fisiolégicos en los que pudiese
existir una hipercalcemia (periodo posterior a una ingesta rica en calcio), o evitar deterioros
esqueléticos ante requerimientos a largo plazo de altas cantidades de calcio (lactacién y
gestacion) (Endres y Rude, 1994).

Los 6rganos diana de esta hormona son el hueso, rifion e intestino y su accién se manifiesta

del siguiente modo:

Q En el hueso, la calcitonina es un potente inhibidor de la reabsorcion 6sea por parte
de los osteoclastos en los mamiferos (Azria, 1989). Estimula directamente la
formacién 6sea al aumentar la proliferacion y actividad de los osteoblastos, los

cuales poseen receptores especificos para esta hormona (Farley et al., 1991).

O En el intestino, esta hormona provoca la reduccion en la absorcion de calcio en el
tracto digestivo. Esta tarea la lleva a cabo por dos mecanismos basicos: disminucién
de la permeabilidad de los enterocitos al calcio y ralentizacion del transito e ingesta
de alimento (Biedefor et al., 1974).

O En el rifdn, la calcitonina afecta a la reabsorcion tubular renal de calcio y también
estimula la fosfaturia (Goff et al., 1986).
3.1.3.1.3. VITAMINA D.
En los rumiantes, las principales fuentes de vitamina D son dos:

O La conversion en la piel del 7-dehidrocolesterol a colecalciferol (vitamina D3;) en

presencia de la luz ultravioleta (288 nm) y una reaccion térmica (Holick, 1997).

O Procedente de las plantas en forma de vitamina D,. Esta se origina a partir de la

conversion fotoquimica del ergosterol a vitamina D, (Horst y Reinhardt, 1997).

La vitamina D3 sintetizada en la piel pasa al fluido extracelular y es transportada unida a la
ay-globulina al higado y otros tejidos, donde estara disponible para su activacion (Cooke y

Haddad, 1997). En los rumiantes, las vitaminas D, y D; procedentes de la dieta se
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metabolizan en el rumen por los microorganismos, produciéndose al menos cuatro

metabolitos diferentes.

En el higado, el colecalciferol sufre primero una hidroxilacion en el carbono 25 mediada por
la enzima 25-a-hidroxilasa y da lugar al calcidiol (25(OH)D3, el cual se acumula en el higado,

tejido adiposo y musculo hasta su posterior transformacion (Hurwitz, 1996).

Una vez formado, el calcidiol puede ser convertido al menos a cuatro metabolitos diferentes;
de todos ellos, la molécula que tiene mayor actividad bioldgica es el calcitriol. La
transformacion de calcidiol en calcitriol tiene lugar en las células epiteliales de los tubulos
contorneados proximales del rifion, donde se localiza la enzima 1-a-hidroxilasa. Este paso
esta mediado por la PTH (Sansom et al, 1976) y es probable que la PTH en rumiantes sélo
tenga efecto estimulador sobre la 1-a-hidroxilasa en condiciones de hipocalcemia, pero que
no tenga ningun efecto durante un estado de normo o hipercalcemia (Horst y Reindhart,
1983).

De los restantes metabolitos producidos a partir del calcidiol el mas importante,
cuantitativamente, es el 24,25(0OH),D;. Aunque su funcion no esta bien definida, se ha
comprobado que aumenta la inciencia de paresia puerperal observandose niveles mas altos
de este metabolito en vacas que presentaban esta patologia (Barton et al, 1984). También
se ha demostrado que intensifica la absorcién intestinal de calcio, pero su afinidad por los

receptores y su potencia son menores que los del calcitriol (Proscal et al., 1985).

La transformacion de calcidiol en calcitriol es el paso limitante en la aparicién de la hormona
activa y su regulacion es compleja y estricta. Las concentraciones plasmaticas de PTH,
calcio, fosfato y calcitriol son los principales elementos moduladores de la actividad de la 1-
a-hidroxilasa renal (Henry, 1997). Asi, en vacas con hipocalcemia clinica se produce un

retraso en la sintesis de esta hormona debido a las siguientes causas:

- Dietas con altos contenidos en cationes, que reducen la sensibilidad del tejido renal
a la PTH (Goff, 2008).

- Altas concentraciones de fosforo, que inhiben la actividad de la enzima 1-a-
hidroxilasa (Nagode y Chew, 1992).

- Los excesos o deficiencias de vitamina D (DeLuca et al., 1990).
Otros factores que afectan adversamente a la absorcién de calcio desde el intestino, son la

dismunicién de la cantidad de receptores de esta hormona con la edad (Goff, 2000) y

22



Revision Bibliografica

también la raza, ya que las vacas Jerseys disponen de un menor niumero que las Holsteins.
Diversas hormonas como la prolactina, estrogenos, hormona del crecimiento e IGF-I influyen
de forma positiva en las concentraciones séricas de calcitriol, aunque su papel es de menos

importancia (Hurwitz, 1996).

La vida media del calcitriol en suero se estima entre tres y seis horas, metabolizandose
principalmente en el intestino y rifidn. Los diferentes metabolitos inactivos de la vitamina D
se excretan, mayoritariamente, en la bilis hacia las heces y menos del 4% se eliminan por la
orina (DeLuca et al., 1990).

Las principales acciones del calcitriol en la homeostasis célcica son el control de la absorcién
intestinal de calcio y la modulacién de la formacion y reabsorcion 6sea. Ademas, existen
evidencias de que también participa en la reabsorcion tubular renal de calcio (Hurwitz, 1996).

Asi, podemos ver estas acciones en los siguientes puntos.

Q Absorcidn intestinal de calcio: el calcitriol incrementa la captacién activa de calcio
y fosforo a través de los enterocitos al aumentar la permeabilidad del borde en
cepillo de estas células (Wasserman, 1997); ademas, induce la sintesis de la
calbindina (CaBP) o proteina ligadora de calcio, que se encarga del transporte de
calcio a través del citoplasma de los enterocitos desde la superficie luminal hasta la

membrana basolateral (Thomasset, 1997).

0O Remodelacion 6sea: el calcitriol participa en la formacién y reabsorcion 6sea,
siendo su accién dependiente de la duracién de la exposicion del tejido 6seo a
niveles elevados de esta hormona. Estimula la diferenciacién de osteoblastos a partir
de las células progenitoras y acrecienta la actividad de los osteoblastos existentes
en el hueso (Schoenmakers et al.,, 1999). El calcitriol también colabora de forma
activa en la reabsorcion del hueso ya que promueve la diferenciacion de precursores

de monocitos en la médula dsea hacia osteoclastos (Suda y Takashashi, 1997).

O Reabsorcidon renal: el calcitriol promueve la reabsorcion de calcio al inducir la
sintesis de una proteina ligadora de calcio en las células tubulares (lida et al., 1993).
La mayoria de las evidencias sugieren que el 1,25(0OH).D; afecta al transporte renal
de calcio interaccionando con la PTH (Friedman y Gesek, 1993). Ademas, facilita la
reabsorcion de fésforo desde el filtrado glomerular e inhibe la actividad de la 1-a-
hidroxilasa, evitando la produccién excesiva de la forma activa de la vitamina D
(Kumar, 1997).
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3.1.3.1.4. OTRAS HORMONAS.

A continuacion, citaremos algunas de las hormonas que participan en menor medida en el

mantenimiento de la homeostasis calcica.

3.1.3.1.4.1. PEPTIDO RELACIONADO CON LA PTH (PTH-RP).

El PTH-rp no es una de las hormonas esenciales en la regulacion de la homeostasis célcica,
pero se le atribuyen diferentes funciones en relacion con el metabolismo de este mineral.
Asi, en el feto actia como una hormona y su actividad es vital para mantener las
concentraciones de calcio dentro de los rangos de referencia (Macisaac et al., 1991). En el
adulto, en condiciones normales, ejerce su acciéon como un factor paracrino en diferentes

tejidos, principalmente en la gldndula mamaria.

Se han encontrado tasas elevadas de esta hormona en la leche de diferentes especies, y se
propuso que su papel seria estimular la eliminacién de calcio, fosforo y magnesio a través de
la misma (Law et al., 1991). Tras su descubrimiento, se creyd que podria participar en la
aparicion de la paresia puerperal hipocalcémica; sin embargo, los datos de Kocalagli et al.
(1995) parecen descartar que sea uno de los agentes causales de esta enfermedad. Estos
investigadores comprobaron que no existia una correlacion entre la concentracion de calcio
idnico en suero y los niveles de PTH-rp en leche y en consecuencia, demostraron que el
PTH-rp, aunque puede tener alguna accién en el control del calcio sanguineo, no es un

factor determinante en la regulacion endocrina de este mineral.

Los ultimos estudios sobre el PTH-rp demuestran que el CaR se expresa durante la lactacion
en el epitelio de la glandula mamaria de las mujeres (Cheng et al, 1998) y también puede
regular la produccion del PTH-rp en cultivos de células de cancer de mama (Sanders et al.,
2000). En un estudio realizado en roedores en lactacion (Van Houten et al, 2004), los
autores proponen que la funcién del CaR, del epitelio mamario, seria controlar la produccion
del PTH-rp. Este a su vez, seria el encargado de regular la secreciéon de calcio y la
produccion de leche en funcion de la disponibilidad de calcio. Por lo que concluyen que el
CaR de la glandula mamaria actuaria como un componente de un mecanismo protector

contra la hipocalcemia durante la lactacién (Van Houten et al, 2004).

Por ultimo, se ha visto que el PTH-rp es el responsable de la hipercalcemia asociada con
diferentes tumores en personas y animales, actuando de forma similar a la PTH, al

incrementar la reabsorcion 6sea y la retencion renal de calcio (Rosol y Capen, 1997).
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3.1.3.1.4.2. ESTROGENOS.

Son muy pocos los estudios en los que se ha valorado el papel de los estrogenos en la
patogenia de la fiebre de la leche y, ademas, sus resultados son contradictorios. Asi, Hollis
et al. (1981) observaron que las vacas con hipocalcemia tenian una menor capacidad de
reabsorcion 6sea que los individuos sanos, resultando las concentraciones de estrégenos
significativamente mas elevadas en los animales enfermos la unica diferencia con respecto
al grupo control. Lappetelainen et al. (1993) coincidieron con esta observacion y detectaron
valores inferiores de hidroxiprolina (menor reabsorcion ésea) en los animales enfermos,
siendo los niveles de estradiol mas altos en las vacas parésicas que en las control, aunque
las diferencias no tuvieron significacion estadistica. No obstante, otros estudios discrepan de
estas observaciones, no detectando diferencias significativas entre animales sanos y
enfermos, llegando a sugerir que los estrégenos aumentaban la reabsorcion ésea en vacas
lecheras (Sasser et al., 1979).

Los estrogenos, ademas de los efectos sistémicos y sobre los 6rganos de la reproduccion,
producen un aumento de la funcién osteoblastica en el hueso, limitando la reabsorcién dsea,
y evitando una excesiva desmineralizacion del esqueleto durante la gestacion (Rodriguez,
1995; Guyton y Hall, 2006a). Ademas, incrementan la sintesis de calcitriol a nivel renal, lo
que es muy importante para mantener el balance del calcio a lo largo de la gestacion (Rosol
y Capen 1997). Aunque el mecanismo por el que los estrégenos disminuyen la movilizacion
Osea no esta bien establecido, se cree que pueden tener un efecto antagonico a la accion de
la PTH (Avioli, 1981).

3.1.3.1.4.3. GLUCOCORTICOIDES.

Dentro del grupo de hormonas que tienen un papel secundario en el control del metabolismo

del calcio, los glucocorticoides son los que han recibido una mayor atencién.

Estas hormonas poseen una accién catabdlica sobre la matriz 6sea, disminuyen el desarrollo
del cartilago, pueden provocar la interrupcion del crecimiento y finalmente inhiben la
neoformacion y remodelacion 6sea (Rodriguez, 1995; Guyton y Hall, 2006d). En grandes
dosis, sus efectos se manifiestan a través de desérdenes en el metabolismo éseo que se

traducen en osteopenia, pudiendo llegar a provocar fracturas espontaneas.

Los cambios originados por los glucocorticoides en el metabolismo 6seo son un tema de

gran interés en medicina humana. Asi, se ha visto que un exceso de glucocorticoides
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circulantes producen efectos adversos en el hueso (Manolagas y Weinstein, 1999; Cooper,
2004 y Canalis et al.,, 2007) porque provocan un desacoplamiento entre la formacion y

reabsorcion dsea, en favor de una pérdida de hueso (figura 4).
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Figura 4: Mecanismos por los que un exceso de glucocorticoides tienen efecto en el hueso. (Modificado de Hardy y
Cooper, 2009).

Estas hormonas causan una temprana y profunda reduccion en la formacion ésea a través
de los efectos directos sobre los osteoblastos (Pearce et al.,, 1998 y Cooper et al., 2003).
Provocan una disminucion en la proliferacion de los osteoblastos y en la produccién de
proteinas especificas de los osteoblastos (osteocalcina, fosfatasa alcalina (isoenzima 6sea)
y el telopéptido carboxiterminal del colageno tipo I) e incrementan la apoptosis (Bellows et
al., 1990; Weinstein et al., 1998 y Eijken et al., 2006). Un exceso de glucocorticoides produce
un incremento en la reabsorcion 6sea a pesar de verse reducida la formacién (Hofbauer et
al., 1999).

En medicina veterinaria, distintos trabajos y estudios plantean diversos resultados y
opiniones. Asi, Au (1975) propuso que el cortisol mejoraria la respuesta ante una

disminucién de los niveles sanguineos de calcio, al detectar que esta hormona aumentaba la
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secrecion de PTH “in vitro”. En contraposicién, Chavassieux et al., (1993) comprobaron, al
comparar ovejas tratadas con metilprednisolona e individuos control, que los parametros que
reflejan la neoformacion ésea estaban significativamente reducidos en los pacientes tratados
con metilprednisolona y, sin embargo, no existian diferencias significativas en los niveles de

PTH y calcio entre los dos grupos.

Otra posible actuacién del cortisol frente a la hipocalcemia fue descrito por Horst y
Jorgensen (1982), quienes, tras inyecciones sucesivas de cortisol en cabras, comprobaron
que este no afectaba a la concentracion de calcio, pero si generaba una hipofosfatemia
significativa. En vista de estos resultados, los autores plantearon la posibilidad de que los
glucocorticoides podrian ejercer su efecto protector frente a la bajada de la calcemia al
reducir la concentracion de fésforo sanguineo, lo que actuaria como estimulo para la sintesis
de calcitriol, independientemente de la concentracion de calcio en suero. Contrariamente a lo
comentado con anterioridad, en vacas en decubito los individuos con los niveles mas altos
de cortisol presentaron una recuperacién mas lenta, llegando incluso, en ocasiones, a no
recuperarse (Nakao y Grunert, 1990). En consonancia con esta observacién, en un trabajo
con vacas parésicas, Fidalgo et al. (2000) encontraron que los animales que no respondian
correctamente al tratamiento con sales de calcio mostraban unos niveles de cortisol
significativamente mas altos que los que si mejoraban tras la terapia y, ademas, la
concentracion de vitamina D era levemente inferior en los animales con una mayor

cortisolemia, aunque las diferencias no adquirieron significacion estadistica.

Otros experimentos destacan la presencia de valores significativamente mas elevados de
cortisol en vacas a las que se inducia hipocalcemia mediante la administracion de EDTA-
Na,, al compararlas con animales sanos; sin embargo, estos autores no concretaron la
importancia de este hallazgo en la fisiopatologia de la paresia puerperal (Riond et al., 1999).
En otra linea de investigacion, Espino et al., (2005) observaron que la administracién de
dietas aniénicas en ovejas durante el periodo en torno al parto inducia la aparicion de
acidosis metabdlica y de un hipercortisolismo moderado asociado a la ingesta de este tipo de
racion si bien este incremento sélo fue estadisticamente significativo el dia anterior al parto.
Los autores plantean la hipétesis de que este incremento en la concentraciéon de cortisol no
juega un papel importante en las alteraciones del hueso asociadas a la ingestiéon de sales

aniodnicas.
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A modo de resumen podemos concluir que el mecanismo por el cual los glucocorticoides
tienen un efecto importante en la formacién y reabsorcion ésea, y su posible repercusién en

enfermedades como la paresia puerperal todavia sigue siendo una incognita.

3.2. PREVENCION DE LA PARESIA PUERPERAL HIPOCALCEMICA.

Dado que esta patologia presenta una elevada repercusion econémica y existe un gran
numero de animales que no responden al tratamiento tradicional con calcio, la investigacion
sobre esta enfermedad se centra en mejorar su profilaxis. Las estrategias que se han
propuesto para reducir la incidencia de la paresia puerperal son multiples y nosotros las

hemos dividido en dos grandes grupos:

1) Administracion exégena de determinados elementos que participan en la

homeostasis calcica.

2) Estrategias basadas en mantener activos los mecanismos endégenos encargados

de regular la homeostasis calcica.

3.2.1. ADMINISTRACION EXOGENA DE DETERMINADOS ELEMENTOS QUE
PARTICIPAN EN LA HOMEOSTASIS CALCICA.

3.2.1.1. CALcIO ViA ORAL.

Una de las medidas mas empleadas en la prevencion de la hipocalcemia es la aplicacion de
calcio por via oral. El objetivo de este tratamiento es incrementar la absorcion pasiva de este
mineral desde el tubo digestivo, la cual es dependiente de la concentracion de calcio en el

lumen intestinal (Agger et al., 2000b).

La captacion intestinal de calcio tiene lugar por dos mecanismos (Goff y Horst, 1993).
i. Transporte activo a través de las células epiteliales.
ii. Difusién pasiva entre las células.

La absorcion activa es estimulada por el calcitriol, y el transporte pasivo es dependiente del
gradiente de concentracion de calcio entre la luz del tubo digestivo y el liquido extracelular.
Dado que la concentracién de calcio idnico en el fluido extracelular es de aproximadamente
1 mM, lo que se intenta conseguir con la administracion oral de este mineral, es obtener una

concentracion de calcio iénico en el intestino mayor de 1 mM para favorecer la difusion
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pasiva (Bronner, 1987). En el ganado vacuno, la administracion oral de compuestos de
calcio incrementa el calcio sérico en animales normo e hipocalcémicos al cabo de los treinta

minutos de su ingestion como consecuencia del transporte pasivo (Horst et al., 2005).

Durante estos ultimos afios se llevaron a cabo diversos estudios con el fin de cuantificar la
absorcion neta de calcio en los distintos segmentos del tracto gastrointestinal. Asi, en el
analisis mostrado en la figura 5, el cual esta basado en nueve estudios comparables, los
segmentos pre-duodenales parecen ser los tramos mas importantes en la absorcién de los

excesos de calcio (Schréder y Breves, 2006).
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Figura 5: Absorcién neta de calcio en los compartimentos pre-duodenales (incluyendo reticulorumen, omaso, abomaso,
analisis de distintos trabajos). (Modificado de Schréder y Breves, 2006).

En relacion a la prevencion de la hipocalcemia a través de altas ingestiones de calcio, Lean
et al., (2006) demostraron en un meta-analisis, en el que incluyeron 137 trabajos que
agrupan a 2.545 partos, que la prevencién de esta patologia es posible con altas ingestiones
de calcio; lo que esto podria significar que la absorciéon de calcio desde los compartimentos

pre-duodenales puede jugar un importante papel en la prevencion de la hipocalcemia.

Aunque la presencia de mecanismos de absorcion activa para el transporte de calcio podrian
estar verificados para el rumen del ganado vacuno (Ricken, 2005), todavia hoy es

desconocido el modo en que el transporte pasivo y la absorcion activa contribuyen a la
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absorcién neta de calcio desde los compartimentos pre-duodenales. Asi, en la figura 6
vemos que puede haber una correlacion negativa entre la absorciéon pre-duodenal y la
intestinal. Esto podemos interpretarlo de manera que si hay una secrecion de calcio en los
preestdmagos/abomaso habria una minima compensacion por el calcio intestinal, resultando
en un balance positivo en la mayoria de los experimentos. Es decir, que si ya hay una

importante absorcion de calcio desde los preestémagos, la absorcion de calcio en el intestino

sera baja.
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Figura 6: Absorcion intestinal (incluyendo intestino delgado, ciego y colon). (Modificado de Schréder y Breves, 2006).

El calcio se puede administrar en diferentes sales, entre las que destacan el carbonato
célcico, 6xido de calcio, propionato y cloruro calcico. La cantidad de calcio que es captada
tras la administracion oral, esta estrechamente correlacionada con la hidrosolubilidad de las
diferentes sales, siendo las de cloro y propionato las que se absorben mas rapido en
comparacioén con los 6xidos y carbonatos de calcio que presentan una solubilidad reducida
en agua (Agger et al., 2000b). El cloruro calcico es la sal que aporta mayor cantidad de
calcio y, ademas, incorpora cloruro, que es un anion fuerte, el cual va a provocar un
descenso del pH sanguineo, que a su vez facilita el aumento de la concentracién de calcio
idnico y crea unas condiciones éptimas para la accién de la PTH en diferentes tejidos (Goff,
2000).
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La eficacia del calcio oral en la prevencion de la hipocalcemia ha sido investigada a lo largo
del tiempo, y asi la primera aplicacion exitosa de las sales de calcio por esta via fue
empleando el cloruro calcico en 1970 en Suecia. Los autores describieron que las vacas que
recibian estas sales presentaban una menor incidencia de la fiebre de la leche (Jonsson y
Pehrson, 1970). Sin embargo, hasta 1993 no se recogioé en ningun estudio el efecto de la
administracion de cloruro de calcio en los principales minerales séricos (Queen et al., 1993).
Estos investigadores detectaron un incremento en los niveles sanguineos de calcio en las
vacas tratadas en relacion con los animales control. El aumento del mineral era evidente a
los 5 minutos tras la ingestion del gel y se mantenia hasta las 6 horas postadministracion.
Los autores propusieron que durante los 15 primeros minutos la absorcién se producia a
nivel de la gotera esofagica y abomaso y 1-2 horas después apareceria un segundo pico
correspondiente a la captacién de calcio en el intestino delgado. Posteriormente, Oetzel
(1996a) confirmd esta observacion, administrando una dosis de cloruro calcico (50 gr de
Ca+2) preparto y dos posparto (100 gr de Ca+2) a 204 vacas, tras lo cual observaba una
reduccion significativa en la incidencia de la fiebre de la leche y desplazamiento de abomaso

a la izquierda.

La aplicacion de la dosis preparto es esencial para obtener una buena profilaxis; asi
Hernandez et al. (1999) no encontraron diferencias significativas en los niveles de calcio y
fésforo sanguineo, entre las vacas que solo recibian una dosis de cloruro calcico a las 24 y
48 horas posparto y las vacas control. Ademas, en este trabajo no obtuvieron resultados
satisfactorios en su intento de reducir la incidencia de la retencion de placenta, metritis y la
mejora de las tasas de reproduccién y produccion lactea en vacas tratadas con geles de

cloruro calcico.

En cuanto al empleo cloruro célcico en pasta y su eficacia para disminuir la incidencia de la
fiebre de la leche, diversos investigadores (Agger et al 1997, Agger 1998 y Agger et al.,
2000a) hallaron una reduccion del 70% de esta patologia. Con respecto a la utilizacion de
sales de propionato sdélo un estudio lo empled como pasta con una eficacia de 42% (Goff et

al., 1996) y como bolo tuvo un efecto preventivo del 30% (Pehrson et al., 1998).

Por ultimo, en un experimento realizado en Suiza (Braun et al.,, 2008) comprobaron la
eficacia de la administracion de cloruro calcio o fosfato sédico solos o combinados y
comprobaron que las vacas tratadas con ambas sales tenian una menor incidencia de

hipocalcemia.
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La unica nota discordante, respecto a la necesidad de dar una dosis antes del parto para
reducir la incidencia de la hipocalcemia posparto, la constituyen los datos que expusieron
Dhiman y Sasidharan (1999). Estos investigadores obtuvieron una buena eficacia con cloruro
célcico aplicando la primera dosis de calcio dos horas después del parto y la segunda,
aproximadamente, 12 horas después de la primera. Los resultados obtenidos fueron una
reduccién en el numero de animales con fiebre de la leche (3 casos en el grupo control y 1
caso en el lote con tratamiento) y, ademas, la calcemia fue significativamente mayor en las

vacas con tratamiento.

Otra alternativa, para el empleo de sales de calcio por via oral la constituyen los bolos
intrarruminales. Utilizando 11 vacas de alta produccion con antecedentes de paresia
puerperal, Alonso y Gonzalez (1997) comprobaron que la administracion de 4 bolos (1 bolo =
125 gr CaCl, + 45 gr CaSQ,), coincidiendo el primero con los primeros sintomas del parto y
el ultimo 24 horas después del mismo, ninguna de ellas mostré signos clinicos de
hipocalcemia. Asi mismo, Sampson et al. (2009) aplicaron un bolo inmediatamente después
del parto y otro a las 12 horas y observaron un aumento del calcio iénico y un descenso del

pH urinario.

La utilizacién de sales de calcio no esta exenta de efectos adversos, y las principales

limitaciones para su empleo generalizado son las siguientes:

1. Las soluciones acuosas de cloruro célcico son productos muy irritantes vy
causticos. Asi, durante su administracion es frecuente observar un incremento de la
salivacion y lagrimeo, aunque estos efectos son transitorios y suelen desaparecer
durante los 5 minutos postadministracion (Queen et al., 1993; Agger et al., 2000b).
Sin embargo, se han descrito otras lesiones mas graves como la aparicion de
Ulceras de gran tamafio en la mucosa del tracto digestivo, fundamentalmente en

faringe, eséfago, preestébmagos y abomaso (Wentink y Tsgam, 1992).

Debido a los problemas que provocaban los preparados de cloruro calcico en
solucién, la mayoria han sido retirados del mercado europeo. En el intento de
solventar las limitaciones planteadas por estas formulaciones se han desarrollado
geles y pastas con cloruro calcico y propionato calcico. Asi, Agger et al. (2000b)
detectaron sélo una ligera hiperemia en la mucosa digestiva a nivel del rumen y
abomaso en cuatro animales que habian recibido cloruro célcico en una pasta con

excipiente lipidico. Esto confirma la reduccion en el poder irritante de estas nuevas
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formulaciones; sin embargo, el inconveniente de estas nuevas preparaciones
farmacéuticas es que se incrementa el riesgo de provocar neumonia por aspiracion
debido a su mayor viscosidad (Oetzel, 1996b). Asi, Philipsen en 1990, ya publico un
caso de esta patologia con desenlace fatal en una vaca que habia recibido una dosis

de la pasta de cloruro calcico.

2. La administracion masiva de calcio exégeno puede frenar la movilizacion de calcio
enddgeno, puesto que permanecen inactivos los mecanismos homeostaticos
encargados de responder a situaciones de demanda elevada de este mineral (Agger
et al., 2000a).

3. El cloruro caélcico, cuando se utiliza a una dosis elevada, puede inducir acidosis
metabdlica; esta alteracion va a reducir la ingesta de alimento lo que predispone a
los animales a padecer otras patologias, principalmente cetosis (Goff y Horst, 1994).
Para resolver este inconveniente fue ideado el propionato de calcio, ya que posee
una mejor palatabilidad que las sales de cloro y no es un anién fuerte, disminuyendo
el riesgo de acidosis metabdlica. Ademas, es un precursor gluconeogénico, lo que
ayudaria a prevenir la cetosis (Rings et al., 1997). La limitaciéon de este preparado es
que aporta menos cantidad de calcio y que se absorbe de forma mas lenta, por lo
que se necesitan dosis mayores. Incluso, Breukink (1991) observé que el propionato
reducia las contracciones del abomaso, lo que incrementaba el riesgo de distension

y desplazamiento de este 6rgano.

4. Por ultimo, conviene destacar que en la investigacion llevada a cabo por
Ostergaard et al. (2004), en la que estudiaron los efectos econdémicos de distintas
estrategias de prevencion de la hipocalcemia en 24 granjas comerciales y
observaron un mayor beneficio econémico en aquellas que utilizaban sales aniénicas
que aquellas que en las sdlo se utilizaba calcio oral. También, aunque algun autor
propuso la combinacion de sales anidnicas y calcio oral (Sorensen et al., 2002b) se
ha demostrado que los posibles beneficios de esa combinacion no parecen justificar

ese gasto a mayores (Melendez et al., 2002 y Ostergaard et al., 2004).

Teniendo en cuenta alguna de las limitaciones que presenta la utilizacion de sales de calcio

por via oral, en otras investigaciones se propusieron otras dos rutas alternativas que son la

via rectal y la infusién intramamaria, pero ninguna de ellas ha tenido aplicacion en la practica

rutinaria en granjas comerciales.
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3.2.1.2. PTH.

En 1925, Dyerre y Greig plantearon una hipétesis segun la cual la fiebre de la leche tendria
su origen en una secrecion insuficiente de PTH. Después de esta observacién, Hibss et al.
(1947) y Jackson et al. (1962) inyectaron extractos crudos de glandulas paratiroides a
diferentes vacas, constatando que los individuos viejos tenian menor respuesta que los
animales jovenes, y concluyeron que esta hormona no prevenia la fiebre de la leche. Afios
después, en 1986, Goff et al. consiguieron una reduccion en la incidencia de la fiebre de la
leche en animales que recibian PTH en infusién intravenosa durante 96 horas preparto. En
estos animales, hallaron una elevacion de la concentracion sanguinea de calcio originada
por dos posibles vias: por un lado, debido a un aumento de la reabsorcion ésea que se
detectaba a las 48 horas posinfusion, al observar un incremento de los niveles de
hidroxiprolina en sangre y, por el otro, encontraron un ascenso de la concentracion
sanguinea de calcitriol, a las 16 horas de infusién, que favoreceria la absorcion de calcio

intestinal.

A pesar de estos resultados esperanzadores, este método preventivo no ha pasado de la
fase experimental, ya que para su aplicacion utilizaron sistemas de infusiéon colocados bajo
la piel, en el cuello o fosa paralumbar, y conectados a la vena yugular o iliaca,
respectivamente, lo que dificultaba y encarecia su empleo de forma rutinaria. Concluyeron
que para una prevencion exitosa se necesitaria una infusion de al menos 60 horas antes del
parto, y el unico efecto secundario sefalado era la reduccion de la ingesta en los momentos

de hipercalcemia mas elevada que aparecian entre las 72 y 96 horas posinfusion.

Tras este primer experimento favorable con el uso de PTH intravenosa, Goff et al. (1989)
estudiaron la eficacia de esta hormona inyectada por via intramuscular, con esta nueva
forma de administracion se resolvia la dificultad y el coste que suponen las bombas de
infusion. En este trabajo, realizaron una inyeccién de PTH cada 8 horas, desde el dia 6
preparto hasta el dia 6 posparto, reduciendo gradualmente la dosis posparto para evitar la
aparicién de hipocalcemia al detener la aplicacion de la hormona. Con esta pauta de
disminucién progresiva de la dosis, s6lo describieron un descenso transitorio en los niveles

de calcio durante las 24 horas después de la supresion del tratamiento.

Aunque el mecanismo de accion de la PTH es el mismo, independientemente de la via por la
que es administrada, hay grandes diferencias entre la utilizacion de la via intravenosa o

intramuscular, en términos de la profilaxis de la fiebre de la leche. Se necesita una dosis
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unas 20 veces mayor en la inyeccidn intramuscular que en la intravenosa, lo que incrementa
el coste y, ademas, aumenta el riesgo de aparicion de reacciones adversas (Goff et al.,
1989). La sobredosificacion de esta hormona se asocié con una hipercalcemia severa y
aparicion de calcificacion en o6rganos internos. También se publicaron reacciones agudas
con muerte por shock anafilactico (Pang, 1980) y, por este problema, Goff et al. (1989) se
vieron en la obligacion de eutanasiar uno de los animales que recibia las inyecciones de
PTH. Sin embargo, no hallaron signos compatibles con los efectos secundarios descritos con
anterioridad, por lo que sospecharon que el uso de dosis altas de PTH, de forma repetida,
podia provocar problemas graves; no obstante, no averiguaron cual seria el posible

mecanismo fisiopatolégico.

3.2.1.3. VITAMINA D Y sus METABOLITOS.

Desde el conocimiento del papel de la vitamina D en la regulacién de la homeostasis calcica,
ya se planteé la posibilidad de utilizarla en el control de las concentraciones sanguineas de
calcio (Taylor et al., 1934, citado por Murray et al, 2008). Asi desde mediados de los afios
cincuenta se han probado diferentes compuestos derivados del colecalciferol. En uno de los
primeros trabajos administraron dosis altas de calcidiol, por via oral durante varias semanas
antes del parto (Hibbs y Pounden, 1955). El problema de esta terapia es que tuvo un éxito
parcial debido a las complicaciones téxicas cuando los valores plasmaticos sobrepasan la
concentraciéon de 300ng/ml (Jones, 2008), y, en algunos casos, una respuesta tardia al
tratamiento. A partir de este momento, surgieron otros trabajos donde se seleccionaron
metabolitos, mas potentes y de acciéon mas rapida, como el calcitriol y el 1-a-(OH)D;. Este
ultimo compuesto es un analogo sintético del calcitriol, que precisa de una hidroxilacion en el

carbono, 25 a nivel hepatico, para alcanzar su maxima actividad (Bar y Sachs, 1980).

El calcitriol y el 1-a-(OH)D; se aplicaron en la mayoria de los trabajos por via intramuscular y
producian un incremento en la absorcién intestinal de calcio (Moate et al., 1987). Estos
autores observaron una mayor captacion de calcio en el tracto gastrointestinal, tanto en
vacas sanas como hipomagnesémicas, lo que confirmaba el uso potencial del
dihidroxicolecalciferol, inoculado por via subcuténea, para la prevencién y tratamiento de la
fiebre de la leche. Otros autores destacaron también el manejo con éxito de estos

compuestos por via oral (Hove y Kristiansen, 1984) y por via vaginal (Okura et al., 2007).

Para comprender mejor porque los componentes exdégenos de vitamina D ayudan a la

prevencion de la hipocalcemia describiremos brevemente el mecanismo de accion del
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calcitriol (figura 7). En condiciones fisiolégicas, la mayor parte del calcitriol circula en la
sangre unido a la proteina transportadora DBP (Bikkle et al., 1985) y menos del 5% de
calcitriol lo hace en estado libre (Bikkle et al., 1984). La forma libre entra en las células diana
unida al receptor para calcitriol (VDR). Ahi, este complejo es fosforilado y combinado con un
factor accesorio nuclear, el cual se ha determinado que es un receptor de la familia del acido
retinoico (RXR), formaria la union VDR/RXR (Haussler et al., 1995). Este complejo tiene una
gran afinidad por las secuencias génicas conocidas como elementos de respuesta a la
vitamina D (VDRES, del inglés vitamin D response elements) y esta presente en la region
promotora del calcitriol mediada por la transcripcidon genes. Asi, al alterarse la expresion de
estos genes provocaria una modificacion en las celulas diana vy, finalmente, la expresion
biolégica de los efectos de la presencia del calcitriol. También una de las acciones del
1,25(0OH)D; es que inactiva la enzima 24-hidroxilasa (Haussler et al., 1995). Por ultimo, se ha
sugerido que la PTH podria in vitro disminuir la regulacién de los receptores intracelulares de
calcitriol; aunque, en vacas con hipocalcemia hay suficiente estimulo para incrementar la

sintesis de PTH directamente (Horst et al., 1994).
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Figura 7: Mecanismo celular de la accién del calcitriol. (Modificado de Horst et al., 2003).
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A pesar de los resultados esperanzadores del tratamiento con la vitamina D y sus

metabolitos, se han descrito tres grandes problemas que limitan el uso rutinario:

1. La primera dificultad es determinar el momento exacto de la inyeccién de la
vitamina D. Se recomienda aplicarla entre el dia 4 y 1 preparto (Gast et al., 1979; Bar
et al., 1988; Sachs et al., 1997), ya que se necesitan unas 24 horas para activar la
absorcion intestinal de calcio y, por otra parte, los niveles sanguineos de vitamina D
s6lo permanecen elevados durante 48-72 horas postinyeccion (Bar y Sachs, 1980).
Cuando la aplicacion es tardia, carece de efectos profilacticos; y si se administra de
forma excesivamente precoz obliga a utilizar nuevas dosis, lo que encarece el
tratamiento e incrementa el riesgo de calcificacion de tejidos blandos (Petrie y
Brezee, 1977; Morrissey y Cohn, 1978; Littledike y Horst, 1982). Bar y Sachs (1980)
intentaron adecuar el momento de la inyeccién induciendo el parto con el uso de
flumetasona o bien prolongar el efecto de la vitamina D, hasta 10 6 11 dias,
utilizando dosis elevadas de esta hormona. A pesar de los buenos resultados
experimentales (control: 36% paresia puerperal. Animales tratados: 0% paresia
puerperal), ninguna de las dos opciones se esta aplicando de forma rutinaria en

condiciones de campo.

2. El potencial toxico es otro de los grandes problemas del uso de la vitamina D y
sus compuestos. Para intentar reducir su toxicidad, se preconiza el empleo de dosis
mas bajas durante un periodo de tiempo mas amplio; sin embargo, esto supone un
manejo excesivo de los animales durante el preparto. Con el propésito de minimizar
estas limitaciones, Goff y Horst (1990) desarrollaron un implante subcutaneo, de
liberacion lenta, con 24-F-1,25(0OH),D;. Dicho implante se colocaba bajo la piel, a
nivel de la fosa paralumbar, aproximadamente una semana antes del parto, y
liberaba de forma progresiva el compuesto activo. En este experimento, los
resultados fueron muy satisfactorios consiguiendo un descenso de la incidencia de la
fiebre de la leche, en el momento del parto, del 80% observado en los animales
control a <10% en los que recibian el tratamiento. A pesar de la aparente efectividad

de este compuesto, su utilizaciéon no ha superado la fase experimental.

3. El tercer gran problema, y quizas el mas importante, es la aparicion de signos
clinicos de hipocalcemia a los 10-14 dias posparto en los animales tratados con
vitamina D (Goff et al., 1988; Goff y Horst, 1990). Beckman et al. (1995) corroboraron
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que los animales tratados con vitamina D exdgena presentaban niveles sanguineos
mas bajos de calcitriol, que aquellos a los que se les incentivaba la produccién
endogena de esta hormona con el uso de dietas pobres en calcio. Los autores
observaron que la administracién de vitamina D disminuia la sensibilidad de la 1-a-
hidroxilasa renal a la accién de la PTH, de forma que se reducia la produccién de
calcitriol endégeno. Ademas, descubrieron un aumento de la actividad de la 24-o-
hidroxilasa, a nivel renal e intestinal, y como esta enzima es la encargada de la
degradacion del calcitriol, observaron que se acortaba la vida media de la hormona

circulante (Beckman et al., 1995).

Para intentar paliar los efectos negativos y toxicos de la utilizacion de los metabolitos de la
vitamina D, Wilkens et al. (2012) realizan un estudio en el que emplean una dosis oral diaria
de calcidiol de 3 mg por vaca combinado con una dieta con una DCAD negativa. El
planteamiento de este trabajo consistié en administrar 25(OH)D; diez dias antes de la fecha
de parto. Para ello se establecieron cuatro grupos: dieta control (sin 25(OH)D3), dieta control
(con 25(0OH)D3), dieta con DCAD negativa (sin 25(OH)D3) y dieta con DCAD negativa (con
25(0OH)D;). Estos investigadores observaron una correlacién linear entre la concentracion
plasmatica del calcidiol y la duracién del tratamiento, confirmandose una absorcion efectiva
en los animales suplementados. Lo que constatan estos autores es que el tratamiento solo
con calcidiol oral podria tener un efecto negativo en la calcemia posparto de los animales
viejos. Con respecto a la concentracion de calcio idnico entre los dias -4 pre y 4 posparto fue
significativamente mayor en el grupo que recibié la dieta anionica y la suplementacion oral
de calcidiol. En recientes investigaciones, se han confirmado efectos directos del 25(OH)D,
sobre la reabsorcion 6sea (Kogawa et al., 2010) por lo que este tratamiento podria mejorar el
contenido en calcio de hueso. Asi, ya que por una parte las vacas tratadas con calcidiol oral
tendrian unos mayores depésitos de calcio 6seo y, a su vez, los animales que reciben una
dieta anionica se beneficiarian de una mejor sensibilidad de los tejidos sensibles a la PTH, lo
cual mejoraria la movilizacién de calcio desde el hueso al plasma. Wilkens et al. (2012)
postulan que la combinacion de una suplementacion con calcidiol oral y una dieta anidnica

seria una buena medida de prevencion de la hipocalcemia.
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3.2.2. ESTRATEGIAS BASADAS EN MANTENER ACTIVOS LOS MECANISMOS
ENDOGENOS ENCARGADOS DE REGULAR LA HOMEOSTASIS CALCICA.

3.2.2.1. ADMINISTRACION DE DIETAS BAJAS EN CALCIO.

Esta medida de profilaxis ha sido empleada a lo largo de los ultimos 50 afos durante el
periodo de secado de la vaca, con excelentes resultados aportados por los estudios de
distintos investigadores (Boda et al., 1954; Goings et al., 1974; Wiggers et al., 1975; Green
et al., 1981; Kichura et al., 1982).

Este método preventivo se basa en el uso de raciones con un nivel de calcio inferior a las
necesidades del animal en el Ultimo tramo de la gestaciéon. Al ingerir menos cantidad de
calcio de la necesaria, la vaca no cubre las necesidades fisiolégicas y del desarrollo fetal.
Asi, ante este balance negativo, se activa la produccion de hormonas calciotrépicas,
principalmente, PTH y calcitriol. Para que se observe un aumento significativo de la actividad
de la glandula paratiroides es necesario que la ingesta de calcio sea inferior a los 20 gr/dia
(Horst et al., 1997; Houe et al., 2001).

Los beneficios de esta estrategia dietética solo son evidentes cuando esta racion se emplea
al menos durante siete dias antes del parto. Como norma general, se recomienda comenzar
su utilizacion entre 2 a 3 semanas preparto, y con este tiempo de consumo se detectaron
reducciones de la tasa de incidencia de la fiebre de la leche del 38 y 33 % al 0% (Goings et
al., 1974; Wiggers et al., 1975).

Sin embargo, este método no estd exento de algunos inconvenientes. Asi, largas
exposiciones a niveles elevados de PTH reducen la sensibilidad de los tejidos diana a esta
hormona (Goff, 2008). También, para intentar reducir los niveles de calcio hay que restringir
la utilizacion de forrajes de leguminosas, como la alfalfa, a favor, por ejemplo del silo de
maiz, lo que puede provocar un engrasamiento excesivo de los animales en el periodo
preparto, originar cambios repentinos del forraje de la dieta tras el parto e incrementar la

incidencia del desplazamiento de abomaso (DeBlas et al., 1999).

Un problema adicional es que esta medida preventiva no es siempre eficaz. En este sentido,
Goff y Horts (1997) han demostrado que la incidencia de la hipocalcemia esta relacionada no
sb6lo con el contenido de calcio de la dieta, sino también con el de potasio. En su

experimento, estos investigadores comprobaron que los animales alimentados con una
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cantidad baja de calcio, pero a los que se elevaba el nivel de potasio a un 2,1%, pasaban de

una incidencia de la fiebre de la leche de 0 al 36%, demostrando que la aparicién de la

paresia puerperal hipocalcémica no dependia so6lo de la concentracion de calcio en la racion

sino que también esta en funcién de los niveles de otros minerales.

Pero el principal problema es que en condiciones de granja es muy dificil conseguir raciones

con un nivel de calcio inferior a 20 gr/dia (Thilsing-Hansen et al., 2002b; Graberr et al.,

2009). Para intentar conseguir estos bajos niveles de calcio se han propuesto tres

alternativas:

40

1. La incorporacion de Zeolita (un aluminio silicato, como por ejemplo clinoptilolita).
Este compuesto se une al calcio y forma un complejo que es expulsado a través de
las heces. Los inconvenientes de este método es que se necesitan ingerir grandes
cantidades (varian entre 0,25-1 kg/dia durante dos semanas preparto) y, ademas, la
zeolita también podria tener un efecto adverso sobre la absorcion de fésforo (y
posiblemente sobre minerales traza) el cual no podria suplementarse con fésforo
extra en la dieta (Thilsing-Hansen et al., 2002a; Katsoulos et al., 2005; Pallesen et
al., 2007; Thilsing et al., 2007). Aunque, tedricamente, la modificacién quimica de la
zeolita es posible para aumentar la afinidad y la especifidad por el calcio por lo que

su empleo practico seria posible.

2. El segundo método seria afiadir aceites vegetales en la racion, los cuales se
unirian al calcio formando jabones insolubles (Wilson, 2003). Aunque esto es
cuestionable ya que, en los rumiantes, estos jabones insolubles pueden ser
disociados en el duodeno (Doreau y Ferlay, 1994). Otra desventaja de este método
es que la alimentacion con grasas antes del parto afecta negativamente a la

ingestion de materia seca (Douglas et al., 2004).

3. El ultimo sistema para disminuir la disponibilidad de calcio estd basado en un
compuesto natural proveniente del salvado de arroz, el acido fitico. El salvado de
arroz contiene una gran cantidad de acido fitico y presenta in vitro un gran potencial
de unién (20 g Cal/kg salvado de arroz) (Siener et al., 2001). Ha sido empleado en
los humanos para disminuir la disponibilidad de calcio de la dieta con el fin de
prevenir calculos renales (Ohkawa et al., 1984, Ebisuno et al., 1991). En el rumen, el
acido fitico es degradable (Clark et al., 1986), por lo que debe de ser protegido por

distintos tratamientos (Martin-Tereso et al., 2009, Martin -Tereso et al., 2010a). Esta
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proteccion puede inducir la adaptacion del metabolismo del calcio en las vacas
(Martin-Tereso et al., 2010a), debido a que la dieta presenta un bajo contenido en
calcio y una baja disponibilidad de este mineral (Martin -Tereso et al., 2011). El valor
profilactico de este método en la prevencion de la hipocalcemia esta en fase de
estudio y los resultados preliminares indican que la proteccion ruminal del salvado

de arroz mejoraria la calcemia después del parto (Martin -Tereso et al., 2010b).

3.2.2.2. ADMINISTRACION DE SALES ANIONICAS EN EL PREPARTO.

El empleo de las sales anidnicas comienza en el afio 1962 cuando un grupo de cientificos
noruegos realizd uno de los hallazgos mas significativos, y todavia no bien comprendidos, en
la seleccion de las modificaciones de la dieta para prevenir la fiebre de la leche (Ender et al.,
1962). Estos investigadores descubrieron que dietas de preparto ricas en sodio y potasio
(cationes) y bajas en cloro y azufre (aniones) incrementaban significativamente la incidencia
de hipocalcemia; mientras que las dietas ricas en aniones y bajas en cationes reducian
significativamente el nimero de animales que desarrollaban hipocalcemia en el posparto
(Ender et al., 1962, 1971; Dishington, 1975; Dishington y Bjornstad, 1982). Si bien los
resultados obtenidos fueron buenos, no fue hasta el afio 1984, cuando Block revivié el
interés de la aplicacion de las sales aniénicas en la prevencion de la fiebre de la leche al
encontrar una reduccion del 47 % en la incidencia de esta enfermedad en los individuos que
consumian este suplemento dietético que modificaba unicamente la dieta en las cantidades
de cloro, azufre y sodio. Estudios posteriores confirmaron que las dietas posparto que
contenian altas concentraciones de cloro y azufre podrian reducir el riesgo de hipocalcemia
(Oetzel et al., 1988; Gaynor et al., 1989; Leclerc y Block, 1989; Goff et al., 1991; Beede et
al., 1992; Phillipo et al., 1994) y que dietas ricas en potasio incrementarian la incidencia de

esta patologia (Horst et al., 1997).

Asi, desde que se conocen los efectos de estas sales son numerosos los trabajos en los que
se valoran las ventajas e inconvenientes de su empleo no sélo en la prevencién de la
hipocalcemia en vacas de alta produccion lactea, sino también en el estudio de la ganancia

de peso en cerdos y pollos (Sauveur y Mongin, 1978; Yen et al., 1981).

El uso de esta estrategia dietética se basa en la teoria de “iones fuertes” del balance

acido/base de Singer y Hastings (1948) y modificada por Stewart (1983).
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La teoria de Stewart se asienta en dos postulados basicos que son:

O El numero de moles de particulas con carga positiva (cationes) en cualquier solucion
debe ser igual al numero de moles de particulas con carga negativa (aniones)

presentes en la misma:
n° cationes = n° aniones.

a El producto de la concentracién de iones hidrégeno e iones hidroxilo debe ser igual a

la constante de disociacion del agua, aproximadamente 1 x 10™*:
[H]x [OH]=1 x 10™.

Ademas, ambas condiciones deben cumplirse al mismo tiempo.

Debido a que el pH de una solucidén es el logaritmo negativo de la concentracién de
protones, el empleo de esta teoria implica que el pH de dicha solucion es dependiente de la
diferencia entre el numero de cationes y aniones presentes en la misma. Si se afiaden
particulas con carga positiva a una soluciéon, como es el plasma, el nimero de protones
tendra que disminuir y el nimero de iones hidroxilo aumentar para mantenerla
electroneutralidad de la solucién (por lo tanto el plasma se volveria alcalino). En el caso
contrario, la adicién de aniones provoca un incremento en el niumero de iones de hidrégeno y
descenso en los iones hidroxilo para mantener la electroneutralidad y por tanto disminuye el

pH (el plasma se volveria acido).

Para poder predecir el pH del plasma, Constable en 1999, basandose en esta misma teoria,

propuso que el pH del plasma esta determinado por cuatro factores independientes:
O La presién parcial de CO, (pCO,).
O La solubilidad del CO, en el plasma (S), la cual es dependiente de la temperatura.
O La carga neta de los “iones fuertes” o la diferencia entre dichos iones [(SID™)].

O La concentracion plasmatica total de tampones débiles no volatiles, principalmente

albumina, globulina y fosfato [(Atot)]-
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De modo que la ecuacion para predecir el pH del plasma seria:

[SID* |- Ka[ A, ]/(Ka +107)
S*pCo,

pH = pK’, +log

Donde pK"; es el i6n producido por el agua, K, es la constante de disociacion
plasmatica de los acidos débiles no volatiles, [SID'] es la diferencia entre los iones
fuertes, [Arot)] es la concentracidon plasmatica de los tampones débiles no volatiles,
S es la solubilidad del CO; en el plasma y pCO, es la presién parcial de CO, en el

plasma.

Por lo tanto, atendiendo a esta ecuacién, podemos observar que para que disminuya el pH
plasmatico se tiene que producir: un incremento de la temperatura corporal, lo cual
aumentaria la solubilidad del CO, en el plasma (S); un incremento de presion parcial de CO,
en el plasma (pCO,), lo que conllevaria a una acidosis respiratoria; una disminucion de la
concentracién plasmatica de los tampones débiles no volatiles [Aror)]; 0 bien disminucion de

la diferencia entre los “iones fuertes” [SID"].

Los “iones fuertes” consisten en cationes (Na*; K*; Mg®*; Ca®* y NH*") y en aniones (CI;
8042') (De Garis y Lean, 2008). Con respecto a los cationes, los que estan presentes en
mayor concentracién en la dieta de la vaca de leche y su respectiva carga son el Na N K
) ca *? y Mg “*?. En cuanto a los aniones se encontrarian el Cl *", el SO, “? y el PO, &
(Goff, 2006). En teoria todos los cationes y aniones presentes en la dieta son capaces de
ejercer una influencia sobre la carga eléctrica y por lo tanto sobre el pH plasmatico. Para que
esto pueda suceder deben de ser absorbidos y llegar al plasma. Asi, sabemos que los
elementos traza se absorben en una cantidad tan pequefia que no afectan al equilibrio acido-
base. Tampoco los acidos organicos, como los acidos grasos volatiles, no tienen ningun
efecto porque se absorben de forma indisociable y se transportan al higado donde se
metabolizan rapidamente (Goff, 2006). De ahi se deduce que la diferencia en el nimero de
equivalentes de aniones y de cationes, disponibles en la dieta, determina el estado acido-
base del individuo. Los animales se encontrarian en un estado de acidosis si predomina la
absorciéon de aniones, mientras que pasarian a una situacion de alcalosis en el caso de que

fuese mayor la absorcién de cationes (Horst et al., 1997).
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Aplicando la teoria de la diferencia catiénica-anionica de la dieta (DCAD) para prevenir la
hipocalcemia debemos reducir la diferencia de los “iones fuertes” ([SID]) y asi,
consecuentemente bajara el pH plasmatico produciendo una acidosis metabdlica. Para que
se produzca esta disminucion deseada del pH podemos afadir sales anionicas a la dieta, las
cuales se definen como sales ricas en aniones fijos, no metabolizables a formas mas
sencillas, cargados negativamente (sobre todo CI" vy S'2) en relaciéon a los cationes con
cargas positivas (Na" y K*) (Gant et al., 1998).

La diferencia cuantitativa entre los iones de la dieta nos permite calcular el poder acido o
basico de una dieta. A lo largo de nuestra revisién bibliografica hemos recogido diferentes

denominaciones para esta diferencia:

O Alcali-alcalinidad. Fue el utilizado por los primeros investigadores en este tema
(Dishington, 1975).

Q Balance catidnico-anidnico para Block (1984) y Goff y Horst (1997).

O Balance electrolitico de la dieta: mas empleado en la nutricion de pollos y cerdos
(Sauveur y Mongin, 1978; Yen et al., 1981).

a Diferencia de iones fijos segun Fredeen et al. (1988a).

a Diferencia catidnica-aniénica de la dieta: es el término que tiene una mayor
aceptacion en todos los trabajos de esta ultima década (Pehrson et al., 1999; Rérat
et al., 2009).

De todo lo comentado con anterioridad, se deduce que las propiedades acidificantes de las
distintas sales dependen de la absorcion preferencial de los diversos iones. De este modo, el
cloruro sédico y el cloruro potasico se consideran compuestos neutros ya que el cloro, sodio
y el potasio se absorben con la misma eficiencia, asi cada molécula de sodio se acompana
de una de cloro y cada molécula de potasio se acompafia de una de cloro. La teoria de
“iones fuertes” propuesta por Stewart sugiere que el sodio y potasio tienen la misma
capacidad de alcalinizar la sangre ya que se absorben casi en su totalidad. El calcio,
magnesio y el amonio son también cationes fuertes que serian capaces de aumentar el pH
sanguineo; sin embargo, su absorcién es mas reducida que la del sodio y potasio (38 y 28%
respectivamente), lo que hace que tengan menor poder como agentes alcalinizantes (Horst

et al., 1997). Asi, el cloruro calcico (CaCl,) es una sal acidificante porque la absorcién del
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cloro de la racién es de mas del 90% mientras que la del calcio es menor del 40% (NRC,
1985).

La variacion observada en la captacion intestinal de los diferentes iones provocé cierta
incertidumbre, en estos ultimos afios, a la hora de elegir cudles son los iones que se deben
incluir en el calculo de la diferencia catidonica-anionica de la dieta y por ende surgieron

distintas férmulas para el calculo de la DCAD.
A continuacion, enumeramos las principales ecuaciones propuestas en la bibliografia para el
célculo de la DCAD en vacuno lechero:

1. DCAD: (Na* + K') - (CI + S mEq/kg MS (Ender et al., 1962; Block, 1984).

2. DCAD: (Na* + K* + 0,38 Ca** + 0,30 Mg*?) - (CI' + 0,60 S + 0,50 P*) mEq/kg MS
(Tucker et al., 1991; Oetzel y Goff, 1999).

3. DCAD: (Na" + K*+ 0,38 Ca*? + 0,30 Mg*?) - (CI' + S?) mEq/kg MS (Horst et al., 1997).

4. DCAD: (Na" + K" + 0,38 Ca™ + 0,30 Mg*?) - (CI' + 0,60 SO,*) mEqg/kg MS (NRC,
1989).

5. DCAD: (Na" + K" + 0,15 Ca™ + 0,15 Mg*?) - (CI' + 0,25 S? + 0,50 P*) mEq/kg MS
(Goff, 2000).

6. DCAD: (Na* + K* + 0,15 Ca** + 0,15 Mg*?) - (CI' + 0,60 S? + 0,50 P*) mEq/kg MS
(NRC 2001).

7. DCAD: (Na" + K" + 0,20 Ca™ + 0,16 Mg*®) - (CI' + 0,60 S* + 0,65 P*) mEq/kg MS
(Goff and Horst, 2003b).

8. DCAD: (Na* +K") - (CI" + 0,60 S2) mEqg/kg MS (Goff et al., 2004).

Hasta hace pocos anos fue objeto de estudio la forma mas apropiada de ecuacion para
prevenir la hipocalcemia. Asi, se realizaron diversas revisiones bibliograficas incluyendo la
férmula mas adecuada para predecir la DCAD y el papel que juegan el calcio, fosforo y el
magnesio en la patogénesis de la hipocalcemia (Goff, 2000; Oetzel, 2000; McNeill et al.,
2002, Thilsing-Hansen et al., 2002b y Lean et al., 2003). Para poder definir que ecuacioén es

la mas adecuada se han realizado distintos meta-analisis. El meta-analisis consiste en un
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proceso sistematico y riguroso por el que se ponen en conjunto estudios previos sobre una
determinada enfermedad y se reanalizan. Los primeros investigadores en utilizar esta
herramienta fueron Oetzel (1991) y Enevoldsen (1993). Estos cientificos utilizaron modelos
de efectos fijos para predecir resultados, aunque ahora esta aceptado que esos modelos son
vulnerables por la dispersion asociada con el agrupamiento de los efectos en los
experimentos y asi, para este tipo de analisis se prefieren los modelos de efectos aleatorios
(Dohoo et al., 2003).

Unos de los ultimos autores en utilizar el meta-analisis fueron Lean et al, en el afio 2006, los
cuales tomando una base de datos de 137 publicaciones y 2.545 partos, concluyeron que la
ecuacion nimero 1 (DCAD: (Na* + K') - (CI' + S) mEq/kg MS) es la mas adecuada para
calcular la DCAD. Por el contrario en otro meta-anadlisis (Charboneau et al., 2006)
determinan que la formula mas apropiada seria la numero 6 (DCAD: (Na* + K') - (CI' +0,6 S’
2) mEqg/kg MS) porque esta valdria para valorar el riesgo de sufrir hipocalcemia y también
valdria para valorar el pH de la orina. Con todo, este investigador reconoce que la formula

numero 1 es equivalente a la hora de predecir el riesgo de fiebre de la leche.

Por lo tanto, DeGaris y Lean (2008a) sugieren, que basandose en la teoria de los “iones
fuertes” y los meta-analisis de Charboneau et al. (2006) y Lean et al (2006) la férmula que
deberia de ser utilizada para predecir el efecto de la dieta sobre el riesgo de sufrir
hipocalcemia seria la nimero 1 (DCAD: (Na* + K') - (CI' + S) mEq/kg MS). Esta ecuacion
es la actualmente que se emplea con mayor frecuencia en los programas de alimentacion
del vacuno de leche (Tremblay et al., 2009; FEDNA, 2009).

En general, las raciones en las que predominan los aniones se denominan dietas anidnicas o
con DCAD negativa. En el caso de que los cationes sean los mas abundantes se habla de
dietas catiénicas o con una DCAD positiva. De aqui en adelante, en el texto usaremos
indistintamente los dos sinébnimos. Como comentaremos mas adelante, la prevencion de la
paresia puerperal hipocalcémica puede conseguirse disminuyendo el pH sanguineo para
evitar la aparicion de alcalosis metabdlica. La ecuacion para el calculo del DCAD nos indica
que dicho pH puede reducirse afiadiendo aniones a la dieta o reduciendo la presencia de
cationes. Para aumentar la concentracion de iones, con carga negativa en la racion, se
utilizan las sales anidnicas que aportan fundamentalmente una cantidad extra de cloro y

azufre al alimento.
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3.2.2.2.1. CARACTERISTICAS DE LAS PRINCIPALES SALES ANIONICAS.

En la actualidad existen distintos productos comerciales conteniendo un tipo de sal aniénica

o la mezcla de varias de ellas. Las mas utilizadas se describen en la tabla 1.

Grupo Sales anidnicas

Cloruros CaCl,-2H,0
MgC|2-6HzO
NH,CI

Sulfatos MgSO,-7H,0
CaS0;,-2H,0
Cas0,D10
(NH4):S04

Combinaciones CaCly-2H,0 + MgS0,-7H,0
NH,CI + CaS04-2H,0

Tabla 1: Principales sales aniénicas empleadas en la prevencion de la
hipocalcemia (Gelfert et al., 2010).

Una de las razones por las que la utilizacion de estas sales puede no alcanzar los objetivos
esperados es el impacto diferente que se consigue dependiendo de la sal utilizada (Gelfert et
al., 2009). Asi, Goff et al. (2004) descubrieron que, las distintas sales ani6nicas utilizadas en
su investigacion, tenian diferente capacidad de alterar el estado acido-base y propusieron un
coeficiente para mejorar la férmula del DCAD. Usando este coeficiente podriamos tener un
DCAD positivo si empleamos sales basadas en sulfatos en vez de cloruros. Pero como
demostraron en su investigacion, esto solo podria ocurrir si alimentamos con altas
cantidades de estas sales anionicas. En este mismo estudio se comprobd que bajas dosis de

cloruros tenian mas impacto sobre el estado acido-base que las sales de sulfatos.

Ramberg et al. (1996) sugirieron que el empleo de sulfato de magnesio no es un acidificante
muy efectivo porque conduce a un estado de alcalosis por su déficit en cloro y también
porque el efecto laxante del sulfato de magnesio (MgSQO,) podria disminuir la absorcién de
los aniones. Otra hipdtesis que se ha propuesto, es que su poco efecto sobre el estado
acido-base podria ser debido a que las bacterias en el rumen transforman el sulfato en

sulfuros y este seria utilizado por las bacterias del rumen para sintetizar proteina microbiana
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(Kandylis y Bray, 1987). Esta suposicion explicaria el menor efecto de los sulfatos frente a

los cloruros pero no explicaria las diferencias entre el sulfato célcico (CaSO,)y el MgSO,.

En oftros trabajos, no se encontraron diferencias entre el empleo de las distintas sales
anionicas (Oetzel et al., 1991; Vagnoni y Oetzel, 1998), pero, aun asi, siempre es
recomendable utilizar una combinacion de varias para disminuir los posibles efectos toxicos

individuales de cada sal (Oetzel, 1993).

A dia de hoy todavia existe debate sobre los diferentes efectos de las sales anidnicas y
tampoco esta claro el mecanismo por el que actuan, especialmente las sales de sulfatos.
Goff (2007) y Roche et al. (2002) observaron que los sulfatos podrian prevenir la
hipocalcemia sin inducir acidosis metabdlica. En los ultimos estudios se ha comprobado que
las sales de cloruro y las sales de sulfato acidifican la orina en la misma proporcion, pero las
que tienen un impacto mayor sobre el estado acido-base son las que emplean cloruros (Goff
et al., 2004; Gelfert et al., 2010) y dentro de estas destacaria el CaCl, siempre que se
minimice la concentracion de potasio tanto como sea posible. Si no, como segunda eleccion,

la sal recomendada seria el CaSO, (Gelfert et al., 2010).

Una de las fuentes de aniones alternativas a las sales anionicas son los acidos inorganicos.
Ender et al. (1971) fueron los primeros en utilizar el acido clorhidrico (HCI) y acido sulfurico
(H,SO,) en las raciones de preparto para acidificar la dieta. La mayor limitacién de este
método es el dificil manejo de estas sustancias en el establo debido a su elevado poder
corrosivo, lo que hizo que fueran sustituidos por las sales aniénicas que son mucho mas
seguras y de administracién mas sencilla. Goff y Horst (1998) reavivaron el interés por el
empleo del HCI como agente acidificante en la alimentacién de vacas secas. Para ello,
usaron pulpa de remolacha para facilitar la aplicacion de este acido, obteniendo muy buenos
resultados en la ingesta de alimento y en la prevencién de la hipocalcemia y otras patologias
metabdlicas en el posparto. Estos autores concluyeron que el acido clorhidrico es una fuente
excelente de anion cloro y un suplemento adecuado para ajustar la DCAD. Sin embargo, en
la forma liquida su utilizacién seguia siendo muy peligrosa para los operarios del establo vy,
ademas, muy dafino para la maquinaria. Estos problemas en la actualidad estan resueltos, y
asi son distintas las companias comerciales que ofrecen este aditivo en forma de
suplemento anionico, de manera que puede administrarse de manera facil y segura (De
Garis y Lean, 2008; Goff, 2008).
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3.2.2.2.2. BASES FISIOLOGICAS PARA LA UTILIZACION DE LAS SALES ANIONICAS.

El mecanismo exacto por el cual actuan las sales anidnicas, y son eficaces en la prevencion
de la fiebre de la leche, es quizas la mayor incégnita a resolver. Tampoco es pretension de
nuestro estudio el descubrirlo, pero si que el principal objetivo de la memoria de esta tesis
doctoral es valorar los cambios en la homeostasis acido-base y calcica asociados a la
ingesta de las sales anionicas en el ganado vacuno lechero en nuestras condiciones de
trabajo. Ya en 1984, Block planteé la hipétesis de que la DCAD negativa podria provocar una
respuesta tan simple como un ligero descenso del pH sanguineo o tan compleja como una
alteracion del funcionamiento del higado y rifidn, que consecuentemente afectaria al
metabolismo de la vitamina D. Muchos trabajos de investigacién se han realizado desde que
Block (1984) planted este problema, pero a dia de hoy todavia nadie ha conseguido describir

de forma precisa el modo de actuacion de estas sales.

Como comentabamos en el apartado anterior, la utilizacion de este suplemento dietético se
basa en la “teoria de iones fuertes de Stewart”. De esta teoria se deduce que la diferencia en
el numero de equivalentes de aniones y de cationes disponibles en la dieta determina el
estado acido-base del individuo. Los animales que ingieren dietas ricas en aniones tienden
hacia la acidosis metabdlica, y si consumen raciones donde predominan los cationes

desarrollan una ligera alcalosis metabdlica (Horst et al., 1997).

A continuacion expondremos los distintos factores nutricionales que estan implicados en la
rotura de la homeostasis calcica a nivel celular y como consecuencia de esta disfuncion dan

lugar a la patologia hipocalcémica.
3.2.2.2.2.1. FACTORES QUE INTERFIEREN EN LA HOMEOSTASIS CALCICA A NIVEL CELULAR.

3.2.2.2.2.1.1. Alcalosis Metabdlica.

La homeostasis acido-base es importante en el metabolismo del calcio, asi se ha
comprobado que la alcalosis metabdlica predispone a las vacas a padecer la fiebre de la
leche y la hipocalcemia subclinica (Craige y Stoll, 1947) y también provoca, en los rumiantes,
una disminucion en la respuesta a la PTH (Gaynor et al., 1989; Leclerc y Block, 1989; Goff et
al., 1991; Phillippo et al., 1994).

En estudios “in vitro” se ha demostrado que la alcalosis metabdlica reduce la reabsorcion
Osea inducida por la PTH (Beck y Webster, 1976; Martin et al., 1980; Bushinsky, 1996). Se
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ha podido comprobar (Goff, 2008) que en condiciones normales, con un pH sanguineo
entorno a 7,35 y con niveles adecuados de magnesio, la PTH y su receptor, localizado en la
superficie de las células dseas y renales, interactian como una union especifica “llave-
cerradura”. Esta union estimula a las G-proteinas y a la adenilato ciclasa (complejo adenilato
ciclasa) produciendo AMP ciclico, el cual actia como segundo mensajero dentro del citosol
de las células diana, permitiendo que la actividad de esta hormona sea maxima. Sin
embargo, cuando aumenta el pH sanguineo (entorno a 7,45) cambia la conformacion
estructural del receptor de la PTH y este es menos eficaz para reconocer y unirse a la PTH

resultando en un fallo en la activacion de la célula para producir AMP ciclico (figura 8).

pH=7,35 pH=7,45
[Mg ] Normal [Mg ] Normal

rieceptor :

Receptor

AMP ciclico AMP ciclico

Figura 8: Efecto del pH sanguineo en la conformacién del receptor de la hormona paratiroidea localizado en la
membrana plasmatica de las células del hueso y del rifién. (Modificado de Goff, 2008).

El fallo en la respuesta del tejido 6seo a la PTH produce una disminucion de la reabsorcién
Osea y la osteolisis-osteocitica. A nivel renal provoca una reduccién en la reabsorciéon de
calcio por parte de la filtracion glomerular y lo que es mas importante adn, no se produce la
transformacion de calcidiol en calcitriol, por lo que la absorcion intestinal de calcio también
se ve perjudicada (Goff, 2006).
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3.2.2.2.2.1.2. Hipomagnesemia.

La ingestion diaria de magnesio es un factor critico en el control de la hipocalcemia
(Chamberlain y Wilkinson, 2002; Goff, 2004). Cuando se produce una hipomagnesemia el
metabolismo del calcio se ve afectado de dos maneras: primero ocurre una disminucién en la
secrecion de PTH aun habiendo una hipocalcemia (Littledike et al., 1983) y, de manera

secundaria, se reduce la sensibilidad de los tejidos a la PTH (Rude, 1998).

La correcta interaccion entre la PTH y su receptor es totalmente vital para la homeostasis
calcica (figura 9).

pH=7.,35 pH=7,35
[wvig T Normal Hipomagnesemia

AMP ciclico AMP ciclico

Figura 9: Efecto de la hipomagnesemia en la conformacién del receptor de la hormona paratiroidea. (Modificado de
Goff, 2008).

La hipomagnesemia, independientemente de la alcalosis metabdlica, puede interferir en la
capacidad de la PTH para actuar sobre los 6rganos diana (Sampson et al., 1983; Goff,
2000). Cuando, en condiciones fisiolégicas, la PTH se une a su receptor en el hueso o en el
rindn provoca la activacion de la adenilato-ciclasa y en consecuencia produce el segundo
mensajero, el AMP ciclico. En otros tejidos, la union PTH-receptor podria causar la
activacion de la fosfolipasa-C, produciendo los segundos mensajeros diacilglicerol y el
inositol 1,4,5-trifosfato (Goff, 2008). Tanto la adenilato-ciclasa como la fosfolipasa-C

presentan un lugar de unién al ibn magnesio para poder ejercer su total actividad (Rude,
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1998). En humanos, estd completamente reconocido que la hipomagnesemia puede causar
hipocalcemia y que la terapia sélo con magnesio restaura la concentracién de calcio a
valores normales mientras que el tratamiento con calcio y/o vitamina D se muestra ineficaz
(Rude, 1998). En el ganado vacuno se ha demostrado que los niveles peripartales de
magnesio por debajo de 0,65 mmol/L (1,5 mg/dl) incrementan la susceptibilidad de los

animales a padecer hipocalcemia (Contreras et al., 1982; van de Braak et al., 1987).

El mantenimiento de la concentracion plasmatica de magnesio es totalmente dependiente de
la aportacién de la dieta. La absorcidon neta de magnesio se produce en el rumen y en el
reticulo (Martens y Rayssiguier, 1980) y esta, a su vez, es dependiente de la concentracién
de magnesio en el rumen y de la integridad del mecanismo de transporte del magnesio
(Martens y Gabel, 1986).

La solubilidad de la concentracion de magnesio en el rumen puede verse perjudicada por un
pH ruminal por encima de 6,5 y por dietas ricas en forrajes (Cook et al., 1994). Los forrajes
pueden contener el acido aconitico y un metabolito de este acido, el tricarballilato, que
forman complejos con el magnesio que el rumen es incapaz de degradar, por lo que esta
interaccién podria jugar un papel importante en la patologia de la tetania hipomagnesémica
(Cook et al., 1994).

El transporte activo de magnesio a través de la pared del rumen es necesario cuando el
aporte de magnesio en la dieta no es suficiente para cubrir las necesidades del animal.
Desafortunadamente, este mecanismo puede verse alterado cuando en el rumen existen
altas concentraciones de potasio, ya que este mineral despolariza la membrana apical del
rumen y reduce el potencial eléctrico necesario para que el magnesio atraviese su pared
(Martens y Schweigel, 2000). Por lo que, aunque la dieta tenga unos niveles adecuados de
magnesio su concentracion plasmatica puede verse disminuida por la interferencia de una

alta presencia de potasio en el alimento.

Existe un segundo mecanismo de absorcion de magnesio que no se ve afectado por el
potasio y es el transporte pasivo. Este mecanismo sélo funciona cuando en el rumen existen
altas concentraciones de magnesio, las cuales son absorbidas a través de concentraciéon de
gradiente (Martens y Schweigel, 2000). La concentraciéon de magnesio necesaria, en el
rumen, para que este proceso tenga lugar es de mas de 4 mmol/L (9,72 mg/dl) (Care et al.,
1984; Ram et al., 1998).
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Como recomendacion general se establece una concentracion de magnesio en las dietas de
secado y de posparto de 3,5 y 4 g/kg para evitar que el transporte pasivo se vea perjudicado
(Goff, 2008).

3.2.2.2.2.1.3. Hiperfosfatemia.

Cuando la concentracion de fésforo en el plasma supera el valor fisiolégico de 2 mmol/L
(6,19 mg/dl), este mineral tiene un efecto directo inhibiendo la enzima renal encargada de
transformar el calcidiol en calcitriol (Goff, 1999). Por lo tanto, aunque se produzca una
secrecion de PTH y esta sea capaz de unirse a los tejidos diana no se estaria produciendo la
hormona encargada del transporte intestinal de calcio y la vaca podria padecer hipocalcemia
(Julien et al., 1977; Kichura et al., 1982; Barton et al., 1987).

3.2.2.2.3. CAMBIOS PRODUCIDOS POR LAS SALES ANIONICAS EN SANGRE, ORINA,
INTESTINO, RINON Y HUESO.

La comparacion directa entre los diferentes estudios es compleja, ya que existen diferentes
valores de la DCAD vy distintos tiempos de administracion utilizados por cada autor. Aun asi,
los cambios provocados por la administracion de sales anidnicas en el equilibrio acido-base
en el ganado vacuno lechero los vemos reflejados en los distintos parametros hematicos y

urinarios.

3.2.2.2.3.1. CAMBIOS EN SANGRE.

Los animales a los que se les alimenta con una DCAD negativa presentan una reduccion del
pH (tabla 2), pero en pocas investigaciones, la diferencia con respecto a la dieta control o la
dieta cationica llega a ser estadisticamente significativa (Vagnoni y Oetzel, 1998;
Schonewille et al., 1999; Hu et al., 2007a; Hersom et al., 2010; Griinberg et al., 2011). Entre
los autores que describieron descensos significativos en el pH cuando afiadian sales
anidnicas, con una DCAD de -168 mEq/kg de MS o -268 mEq/kg de MS, destacan Tucker et
al., (1988b). También en esta linea, Roche et al., (2005) observaron un descenso lineal en el
pH, en vacas en pastoreo, al disminuir la DCAD de +880 mEqg/kg de MS a +230 mEq/kg de
MS.

Cabe destacar, con respecto al pH sanguineo, el meta-andlisis de Charbonneau et al.
(2006), llevado a cabo con 22 publicaciones sobre los efectos de las sales anidnicas en

vacas no lactantes, en el que no se encontraron diferencias significativas al analizar los
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estudios de manera individual, pero si que el meta-analisis demostré un efecto negativo y
significativo de la baja DCAD sobre el pH. La reduccién fue biolégicamente pequefia (-0,018
pH unidades, o0 -0,25%) y result6 en valores de pH dentro de los rangos fisiologicos de 7,27 y
7,50 (Swenson, 1993). Esto no es sorprendente, si tenemos en cuenta que el mantenimiento
de la homeostasis acido-base tiene una prioridad fisioldgica mayor que la gestacion o
lactacion (Fauchon et al., 1995). Sin embargo, desde el punto de vista del mantenimiento de
la homeostasis calcica, se ha comprobado que pequefas disminuciones en el pH sanguineo

tienen una gran influencia en la reabsorcién 6sea de calcio (Arnett, 2007).

En todos estos trabajos citados anteriormente, los mecanismos homeostaticos fueron
capaces de amortiguar la acidosis metabdlica originada por la dieta y de mantener el pH
sanguineo dentro del rango fisioldgico. La Unica excepcion es el trabajo de Pehrson et al.
(1986) quienes indujeron una acidosis tan intensa que llegd a provocar la muerte de una

vaca, al forzarle a consumir 100 gramos de cloruro aménico dos veces al dia.

La casi totalidad de los estudios revisados coinciden en que los animales, que ingerian la
dieta con un elevado contenido de cloro y/o azufre, tenian niveles séricos mas bajos de
bicarbonato y menor reserva alcalina. Uniendo esta observacion al hecho de que estos
animales mostraban un pH < 7,40 nos lleva a pensar que este hallazgo es indicativo de que

el consumo de sales anidnicas provocaba un estado de acidosis metabdlica leve.

En lo concerniente a la participaciéon o no de la respiracién en la compensacién de la
acidosis metabdlica provocada por las sales anidnicas, existen resultados claramente
contradictorios. Por un lado contamos con un conjunto de trabajos en los que la
administracion de sales anidénicas produce un descenso significativo de los niveles de pCO,
en sangre (Tucker et al., 1992; Joyce et al.,, 1997; Gant et al., 1998; Schonewille et al.,
1999). Estos estudios apoyan la teoria de que el organismo responde a la existencia de
acidosis de origen metabdlico con una leve hiperventilacion y reduccion de los valores de la
pCO; para intentar que el pH retorne a sus valores normales (Bailey y Pablo, 1998). Por el
contrario, en otro grupo de investigaciones, los autores afirmaron que la acidosis metabodlica
inducida por la dieta es compensada completamente por mecanismos no respiratorios, por lo
que no hay diferencias en la concentracion de pCO, (Ross et al., 1994; Vagnoni y Oetzel,
1998; Roche et al., 2003; Hu et al., 2007b; Charbonneau et al., 2008; Li et al., 2008; Wu et
al., 2008; Charbonneau et al., 2009; Hersom et al., 2010, Grinberg et al., 2011). La mayor

limitacién de todos estos trabajos es que exceptuando Ross et al. (1994), el resto de los
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investigadores utilizaron sangre venosa para valorar el componente respiratorio de la

homeostasis acido-base lo que reduce la exactitud de sus resultados.

Aunque estas hipotesis parezcan contrarias, Charbonneau et al. (2006) en su meta-analisis
comprobaron que los niveles de pCO, en sangre disminuyeron significativamente en -1,9
mmHg (-4,5%), constatando que existe un componente respiratorio en respuesta a la
acidosis inducida por la dieta. Los mecanismos respiratorios promueven una mas rapida
respuesta a la acidosis que los cambios metabdlicos (Stewart, 1983). También en otro meta-
analisis realizado por Hu et al. (2004), con 12 estudios en vacas lactantes, demostraron un

efecto significativo de la DCAD en la pCO, en sangre.

Por lo que, como hemos visto, aunque en los trabajos individuales no se observa el efecto de
la DCAD en la pCO; si se ha podido comprobar este efecto en los meta-analisis (Hu et al.,
2004; Charbonneau et al., 2006).

3.2.2.2.3.2. CAMBIOS EN ORINA.

Los diferentes trabajos consultados reportan que las variaciones en los parametros acido-
base urinarios, muestran la respuesta renal tipica a un estado de acidosis metabdlica
(Knepper y Burg, 1988). En esta situacion, se incrementa la reabsorcion tubular de
bicarbonato, aumenta la produccién y excrecion de amonio, y por tanto es mayor la
excrecion neta de acido en orina. En los diversos experimentos con una DCAD negativa se
describié una disminucion de los niveles de bicarbonato en orina, aumento de la excrecion
de amonio y acidez titulable (Vagnoni y Oetzel, 1998; Chan et al., 2006; Charbonneau et al.,
2008).

La diferencia de iones fuertes ([(SID)]), definida como la suma de cationes fuertes (Ej: sodio
y potasio) menos la suma de aniones fuertes (Ej: cloro y azufre), ha sido propuesta como
una de las principales variables independientes que determinan el balance acido-base de
todos los fluidos biolégicos (Stewart, 1983). Dada la elevada ingesta de aniones con las
dietas con DCAD negativa, y para mantener la homeostasis acido-base sanguinea, el rifidn
debe eliminar este exceso de aniones lo que se manifiesta mediante un descenso de la

diferencia de iones fuertes en orina (Vagnoni y Oetzel, 1998).
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AUTOR FODRCNLUD"A (mE%?@DMS) pH SANGRE pH ORINA (n':g]ﬂzg)
+390 7,48 40,0
Apper-Bossard et al., 2006 (1) +238 7,47 39,9
+87 7,47 39,3
+153@ 7,00
+153 7,40
Kurosaki et al., 2007 (1)
+146 8,00
+12 6,80
+210 8,50
Liesegang et al., 2007 ®) +181 8,50
+28 8,50
-48 6,85
Roche et al., 2007 . +180 8,50
O -200 5,70
+470 7,38 8,23 47,2
Hu et al., 2007b (1) +220 7,37 7,94 49,1
-30 7,37 7,04 45,7
+239 7,37 7,59
+139 7,36 7,33
Gelfert et al., 2007 (1) +89 7,35 6,89
+55 7,37 7,13
-155 7,32 6,02
+296 7,40 8,21 42,9
Charbonneau et al.,2008
(1 240 7,37 5,89 41,5
-19©9 7,31 5,78 40,9
. +224 7,95 8,60
Li et al., 2008
(4) +151 7,63 7,41
-265 7,35 6,21

Tabla 2: Cambios en el pH sanguineo y urinario y pCO; en funcién de diferentes DCAD. (a) novillas. (b) forrajes
bajos en potasio. (c) alimentos acidificados, no sales aniénicas. (1). DCAD: (Na* + K*) - (CI' + S'Q) mEqg/kg MS
(Ender et al., 1962; Block, 1984). (4) DCAD: (Na*+ K"+ 0,38 Ca"? + 0,30 Mg*?) - (CI" + 0,60 SO,*) mEq/kg MS
(NRC, 1989). (6) DCAD: (Na"+ K" + 0,15 Ca*? + 0,15 Mg*) - (CI + 0,60 S + 0,50 P*) mEq/kg MS (NRC 2001).
(*) DCAD (mEg/100 g MS): (Na*/0,023)+(K"/0,039)-(CI/0,0355)~(S?/0,016).
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FORMULA DCAD pCoO,
AUTOR DCAD (mEg/kg MS) pH SANGRE pH ORINA (mmHg)
+127 7,41 7,67
Wu et al., 2008 ) +30 7,40 6,90
63 7,39 6,30
-154 7,36 5,75
+232 7.42 8,18 43,0
Charbonneau et al.,2009 ®)
(1 -21 7,37 6,15 44,0
-32 7,33 5,98 43,0
+251® 7.47 7,83 40,2
Heron et al., 2009 (1 +141©® 7,44 7,15 39,0
+41® 7.44 6,88 39,9
. +110 8,20
Ramos-Nieves et al., 2009 (1)
-150 6,70
Rérat et al, 2009 +514®) 7,39 8,36
M +195®) 7.38 8,23
+221 8,03
-98 6,66
Degroot et al., 2010 (1) ©
-113 6,52
-121© 5,93
Seifi et al., 2010 ) +192 7,34 8,40
-82 7,33 6,20
+150 7,36 8,00 43,05
Griinberg et al., 2011 (1)
-130 7,36 7,20 41,56

Tabla 2 (continuacién): Cambios en el pH sanguineo y urinario y pCO; en funcién de diferentes DCAD. (a)
novillas. (b) forrajes bajos en potasio. (c) alimentos acidificados, no sales aniénicas. (1). DCAD: (Na" + K*) - (CI +
S?) mEq/kg MS (Ender et al., 1962; Block, 1984). (4) DCAD: (Na*+ K* + 0,38 Ca'? + 0,30 Mg'?) - (CI" + 0,60S04%)

mEq/kg MS (NRC, 1989). (6) DCAD: (Na*+ K" + 0,15 Ca'? + 0,15 Mg'?) - (CI' + 0,60 S + 0,50 P*) mEq/kg MS
(NRC 2001). (*) DCAD (mEg/100 g MS): (Na'/0,023)+(K"/0,039)—(Cl/0,0355)—(S%/0,016).

La aportacion mas interesante de estas investigaciones, en las que se valoran los efectos de
las sales anidnicas en la orina, es la existencia de una fuerte correlacion entre el pH urinario
y la excrecién neta de &cido (r2= 0,95; p<0,001) en los animales que recibian este
suplemento dietético (Vagnoni y Oetzel, 1998). Posteriormente, Spanghero (2004),
Charbonneau et al. (2006) y Wu et al. (2008) también encontraron una correlacién positiva
(*= 0,81, p<0,01; r’= 0,78, p<0,01; r’= 0,85, p<0,0001; respectivamente) entre la DCAD vy el
pH urinario. Estos resultados sugieren que la determinacion del pH urinario podria ser una
herramienta Util, practica y facil de utilizar a nivel de granja para valorar el grado de acidosis

metabdlica inducida por la DCAD negativa (Vagnoni y Oetzel, 1998; Charbonneau et al,,
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2006); ya que como hemos visto, las variaciones en el pH sanguineo son mucho menores
debido a los fuertes mecanismos homeostaticos que las que se producen en el pH de la
orina (Spanghero, 2004). También se ha demostrado que existe una relacién entre el pH de
la sangre y el pH urinario, ya que aumentan de manera lineal o cuadratica al incrementarse
la DCAD (Tucker et al., 1988a).

Los rumiantes poseen unas enormes reservas de bases (Atkinson y Camien, 1982). El pH de
la orina de los bovinos, como el del resto de los herbivoros, es mayor de 8, y el pH urinario
de las vacas lecheras alimentadas con dietas cationicas estd por encima de 8,2 (Oetzel,
2002). Sin embargo, el pH urinario 6ptimo para la prevencion de la fiebre de la leche en
vacas de raza Frisona ha sido establecido por la mayoria de los investigadores entre 6 y 7
(Block, 1984; Oetzel et al., 1991; Wang y Beede, 1992a; Phillippo y Reid, 1994; Jardon,
1995; Goff y Horst, 1998; Goff, 2004 ,2008) y para las vacas de raza Jersey entre 5,8 y 6,3
(Jardon, 1995; Goff, 2008).

Por el contrario, Charbonneau et al. (2006) recomiendan que el pH urinario 6ptimo no
deberia bajar de 7 porque el riesgo de trabajar con un pH menor nos conduciria al problema
de una excesiva acidificacion, y s6lo obtendriamos un modesto beneficio en la prevencion de
la hipocalcemia (alrededor de 2,8 unidades de porcentaje) con respecto a reducir el pH sélo
hasta 7. También, Ramos-Nieves et al. (2009) sugieren que diferencias de 1,5 unidades en
el pH urinario del preparto no resultan necesariamente en grandes diferencias en el nivel de
calcio peripartal. Tucker et al. (1992) y Kurosaki et al. (2007) utilizando sales anionicas y
dietas con una baja DCAD disminuyeron el pH urinario hasta el rango 6-7 y no consiguieron
mejoras en el nivel de calcio idnico ni en la prevencién de la hipocalcemia. Similarmente Goff
y Horst (1997) encontraron en su investigacién que uno de los grupos que estaban tratando
con una DCAD alta y con un pH en la orina claramente alcalino (8,23) presentaba una
elevada concentracion de calcio iénico a las 12 horas posparto en comparacion con los

grupos que tenian un pH bajo.

Estos hallazgos concuerdan con lo aportado por Charbonneau et al. (2006), los cuales
sugieren que las dietas DCAD estan mas correlacionadas con el pH urinario que con la
incidencia de hipocalcemia. Seifi et al. (2004) analizaron la utilizacioén del pH urinario durante
el periodo del preparto (48 horas antes de la fecha de parto) como una herramienta
predictiva para identificar los animales en riesgo de desarrollar una hipocalcemia clinica
durante el posparto. Encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) entre

el pH urinario de las vacas tumbadas por hipocalcemia de las vacas no tumbadas. Asi,
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sugieren que las vacas con un pH superior a 8,25 tienen mas probabilidades de desarrollar

una hipocalcemia clinica.

En el caso de que el pH de la orina este por debajo 5,5 indicaria que existe un exceso de
aniones. Por lo que los animales podrian sufrir una acidosis metabdlica que el organismo no
seria capaz de compensar y también sufririan una caida en la ingestion de materia seca
(Braithwaite, 1972; Jardon, 1995; Horst et al., 1997). Este riesgo es mucho mas elevado en
condiciones practicas porque en una granja comercial existen variaciones diarias en el
balance mineral de los forrajes y también, en la alimentacion ordinaria se pueden producir

variaciones subclinicas en el equilibrio acido-base (Freeden et al., 1998b).

3.2.2.2.3.3. INTESTINO.

La mayoria de los trabajos revisados muestran resultados indicativos de que los animales
alimentados con sales anidénicas tienen una mayor absorciéon de calcio desde el tracto
gastrointestinal (Goff y Horst, 2003b; Lean et al., 2006; Wu et al., 2008). A pesar de que
Block (1984) habia planteado una teoria diferente, segun la cual las dietas con sales
anidénicas actuarian en el sistema digestivo como si fuesen dietas con un contenido bajo de
calcio, no hay datos en su investigacion ni experimentos posteriores que pudiesen probar
una reduccién en la captacién de calcio en el intestino con dietas con una DCAD negativa.

El aspecto que ofrece una mayor discrepancia es saber si una dieta rica en aniones puede
mejorar la absorcién activa o pasiva de calcio. En los primeros experimentos, se sugirid que
la dieta acidificante intensificaba la absorcion pasiva de calcio en el tracto digestivo cuando
existia un balance positivo de este mineral. Varios articulos sugirieron la posibilidad de que
los acidos de la dieta disminuirian el pH en el tubo digestivo, lo que favoreceria la disolucién

de calcio y facilitaria su absorcién (Dishington, 1975; Lomba et al., 1978).

Como vimos anteriormente, la absorcion activa de calcio a través del intestino esta regulada
por el calcitriol y la absorcion pasiva es concentracién-dependiente. En este sentido,
Karabach (1992) demostré que entre el 60-70% de la absorcion a través de la mucosa-
serosa del intesino es pasiva y el 30-40% restante es activa. Kurosaki et al. (2007)
observaron que el aumento de calcio plasmatico e iénico en el momento del parto, en los
animales que recibieron sales anionicas y un suplemento de calcio, no podia ser debido sélo
a la absorcion intestinal, porque los animales que sélo recibieron el suplemento de calcio, el
nivel de calcio plasmatico e iénico fue mas bajo que en el grupo de sales anionicas, y en

cambio tenian los mismos niveles de calcitriol en ambos grupos.
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También, para Takagi y Block (1991) y Liesegang et al. (2007) la absorcion activa de calcio
en el intestino tenia poca importancia, puesto que las dietas que empleaban en su trabajo
poseian unos niveles altos de este mineral, y con estos porcentajes la absorcion activa
estaba deprimida. Joyce et al. (1997) ya habian observado que los animales alimentados
con la dieta catidnica poseian valores mas elevados de calcitriol que los que recibian la dieta
aniodnica, lo que parecia indicar que uno de los principales mecanismos de captacién activa
estaria deprimido en las vacas que recibian las sales anidnicas. Sin embargo, otro grupo de
investigadores discreparon de estos resultados, y determinaron mayores niveles de vitamina
D en las vacas que reciben dietas anionicas, lo que justificaria que la absorcion activa en el

intestino estuviese incrementada (Abu Damir et al., 1994; Phillippo et al., 1994).

Finalmente, debemos comentar que Goff et al. (1995) afiadieron mayor incertidumbre a
estos trabajos, al detectar un aumento de los receptores para la vitamina D (VDR) en las
vacas alimentadas con una racién con DCAD negativa, lo que implicaba que esos individuos
podian tener una mayor respuesta a la vitamina D aunque presentasen concentraciones mas

bajas de esta hormona.

Por lo tanto, a modo de resumen, podemos indicar que la mayoria de trabajos consiguieron
probar que los animales alimentados con una dieta con una DCAD negativa tienen una
mayor absorcién de calcio en el intestino; no obstante, no se conoce con precision el

mecanismo responsable de este incremento.

3.2.2.2.3.4. RINON.

En el rifidn, el efecto acidogénico de las sales anidnicas genera una respuesta defensiva por
parte del organismo. Las principales consecuencias de esta manifestacion las observamos
en un incremento de la excrecion urinaria de calcio y posiblemente en un incremento de la
sensibilidad de la 1-a-hidroxilasa renal a la accién de la PTH (Goff et al., 1991; Van Dijk y
Lourens, 2001).

En relaciéon a la hipercalciuria, ha sido demostrado que estados de acidosis metabdlica
incrementan la excrecion de calcio en la orina en numerosas especies (DeGaris y Lean,
2008a). Asi, en las ovejas y en las cabras se observa un aumento de la calciuria (Liesegang,
2008), y en las vacas, independientemente de su estado de lactaciéon, también se ha
observado ampliamente este efecto en los distintos trabajos consultados (Freeden et al.,
1988b; Van Mosel et al., 1993; Beender et al., 2003; Wildman et al., 2007). Tres son los

posibles mecanismos fisioldgicos responsables de la aparicion de la hipercaluria:
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Respuesta a la acidosis inducida por las sales anidnicas: el rindbn es un
6rgano fundamental en la regulacién de la homeostasis &cido-base de los
animales. En una situacion de acidosis metabdlica, la respuesta a nivel renal
consiste en un incremento en la reabsorcion del i6n bicarbonato. Dado que la
reabsorcion tubular renal de calcio esta correlacionada de forma negativa con la
de bicarbonato, el aumento de la reabsorcidn de este anién se acompana de una
mayor pérdida de calcio (Oetzel et al., 1988).

Ademas, Sutton et al. (1979) demostraron la existencia de un componente tubular
de reabsorcion activa de calcio situado en el tubulo contorneado proximal y que
esta controlado por el estado acido-base del organismo, de forma que su
actividad se inhibia en individuos con acidosis metabdlica cronica y se activaba
en condiciones de alcalosis. También, Van Mosel et al. (1994) demostraron que
las vacas que recibian una alimentaciéon basada en sales anidnicas sufrian un

descenso en la reabsorcion tubular renal de calcio.

Interaccién con el azufre de la dieta: todas las sales anionicas producen un
aumento en la eliminacién urinaria de calcio, pero las sales de azufre son las que
originan la hipercalciuria de mayor entidad (Oetzel et al., 1991). Esto es debido a
que el anion sulfato es objeto de una reabsorcidon renal limitada y forma
complejos insolubles con el calcio presente en el filtrado glomerular, lo que
acrecienta la excrecion urinaria de calcio en forma de sulfato calcico (Quamme,
1981; Whiting y Draper, 1981). Otros trabajos sugieren que tanto las sales de
cloro como las de azufre interfieren con el calcio resultando en hipercalciuria
(Whiting y Draper, 1981; Whiting et ale; 1986). Por el contrario, Gelfert et al.
(2010) observaron que las sales anidénicas que mas hipercalciuria provocan son
las de CaCl,.

Mayor disponibilidad de calcio. Distintos investigadores sugieren que la
hipercalciuria presente en el preparto de las vacas alimentadas con sales
aniénicas es el resultado del incremento del flujo de calcio desde fuentes
intercambiables de calcio tales como el hueso (Block, 1984; Horst et al., 1990;
Wang et al., 1992b). Tucker et al. (1992) atribuyeron la mayor excrecion de calcio
a un aumento de la disponibilidad de este mineral debido a un incremento de
absorcion intestinal y reabsorcién 6sea, y sefalaron que la determinacion de la

cantidad de calcio en orina podria ser util para evaluar el estatus del calcio de un
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individuo. Schonewille et al. (1999) afirmaron que las sales anidnicas producian
un incremento en la movilizacion de calcio en el organismo, y esto se veia
reflejado en una mayor excrecion urinaria de este mineral. Ademas, en momentos
de estrés calcico (como el inicio de la lactacién), el calcio del filtrado glomerular
se reabsorbia por completo y podia ser utilizado para las diferentes funciones

metabdlicas.

Como veremos mas adelante, las recomendaciones sobre el empleo de sales
anidnicas en la dieta de las vacas lecheras sugieren que se deben administrar en
combinacion con una alta concentracion de calcio (Wilde, 2006). Aun utilizando
una concentracion de calcio en la dieta muy superior a la sugerida por el NRC
(2001), no se observa un aumento en la excrecién de calcio por parte de los

rinones durante el periparto (Gelfert y Staufenbiel, 2008).

Otro de los efectos beneficiosos de una dieta con una diferencia catidénica-anidnica negativa,
a nivel renal, es el aumento de la sensibilidad de la 1-a-hidroxilasa renal a la accion de la
PTH. Entre los investigadores que defienden esta teoria nos encontramos Abu Damir et al.
(1994) y Phillippo et al. (1994), quienes detectaron una subida de los niveles de calcitriol en
vacas alimentadas con dieta acida sin una elevacion previa de los niveles de PTH y sin que
hubiese diferencias en la concentracion de calcio, fésforo, magnesio y calcidiol. Goff y Horst
(1997) también determinaron una menor concentracion de calcitriol en animales alimentados
con una DCAD positiva, a pesar de que tenian concentraciones de PTH mas elevadas que
los de la dieta aniénica. Este hecho concordaba con la hipétesis de que la alcalosis
metabdlica, inducida por la dieta catidnica, hacia que dérganos como el riidn fuesen

temporalmente refractarios a la accién de hormonas como la PTH.

Por ultimo, Li et al. (2008) observaron un aumento en los niveles plasmaticos de aldosterona.
Esta hormona facilita a nivel renal la reabsorcion de sodio. Como la secrecion de los iones
hidrégeno se acompafia de la reabsorcion de sodio, el incremento a nivel plasmatico de
aldosterona en combinacion con una DCAD baja en la dieta podria incrementar la secrecion

de iones de hidrégeno por parte del rifidn.

3.2.2.2.5.5. HUESO.

En la mayoria de los trabajos publicados se sefiala que las sales aniénicas inducen un
incremento de la movilizacién de calcio éseo. El hueso es el principal almacén de calcio, y

Schonewille et al. (1999) trabajando con vacas, a las que inducian hipocalcemia mediante la
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administracién de EDTA-Na,, observaron que mas del 50 % del calcio, al que recurria el

organismo para defenderse de la disminucion repentina de los niveles de este mineral,

provenia del hueso. Este hallazgo también ha sido citado en un estudio similar, en el también

que se inducia hipocalcemia mediante la administracion de EDTA-Na,, llevado a cabo por
Heron et al. (2009).

La mayor disponibilidad de calcio 6seo provocada por las sales anionicas tiene dos posibles

origenes:

Respuesta del hueso a la acidosis metabdlica: Beck y Webster (1976)
investigaron el efecto de la acidosis en las ratas y, para ello, eliminaron
quirurgicamente las glandulas tiroideas y paratiroideas, el intestino y el rifion. En
este trabajo, observaron que las concentraciones serolégicas de calcio sérico e
idnico fueron mayores en las ratas que sufrian acidosis que en aquellas que no la
sufrieron. Por lo que con este estudio demostraron que estados de acidosis
metabdlica pueden causar altas concentraciones de calcio sérico e iénico debido

a la movilizacién directa del calcio dseo.

El tejido 6seo actua como un reservorio importante de bases para controlar el
equilibrio acido-base de los fluidos corporales (Goff, 2000). Cuando los animales
reciben una dieta acidificante, el hueso responde con la liberaciéon de cationes
(principalmente calcio, sodio y potasio) para intentar mantener el pH sanguineo
dentro del rango fisiolégico (Goff y Horst, 1998). Dentro de este grupo cabe
destacar la observacion realizada por Espino et al., (2003), los cuales variando la
DCAD de la racion en ovejas no encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los marcadores que miden la reabsorcion 6sea. Ademas,
hallaron que, en torno al momento al parto, los animales presentaban mayores
concentraciones de osteocalcina cuando eran alimentados con dietas de menor
DCAD, manifestandose en contra de la teoria de que la acidosis metabdlica
reduce la neoformacion ésea y apoyando las afirmaciones Goff et al., (1991) de
que en vacas alimentadas con dietas anidénicas en torno al parto se produce una

mejor utilizacion del calcio éseo.

Incremento de la reabsorciéon ésea mediada por células. El efecto de estas
sales, en la funcionalidad de las células 6seas, se hace evidente basicamente en

tres situaciones: después de un periodo de adaptacién largo, en animales
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jévenes en crecimiento rapido (Whiting y Draper, 1981) o durante periodos de
aumento de la demanda de calcio (tales como la lactacién o la parte final de la
gestacion) (Block, 1984; Leclerc y Block, 1989). Una dieta acidificada con sulfato
y cloruro aménico, o ambos, aumentaba el numero y actividad de las células

responsables de la remodelacion del hueso en ratas (Horts y Jorgensen, 1974).

En la bibliografia consultada pocos estudios han utilizado marcadores especificos
para medir los parametros 6seos. Abu Damir et al. (1994) realizaron examenes
histoldgicos de costillas y observaron un incremento de tejido temporal que podria
actuar como una reserva de calcio facilmente disponible. Esto podria sugerir la
idea de que las sales anidnicas administradas en la dieta producen un aumento
de la reabsorcion 6sea. Otros estudios (Block, 1984; Goff et al., 1991) midieron
hidroxiprolina, la cual no es un marcador especifico de la reabsorcién 6sea, y
encontraron valores aumentados de este parametro. Asi, concluyen que, una
dieta baja en calcio a la cual se le ahaden sales anidénicas induce un aumento en
la excrecion de calcio por la via urinaria y un descenso en el pH urinario, por lo
que esta combinacién podria jugar un papel muy importante en la prevencién de
la hipocalcemia. Esta observacién también es citada por Schonewille et al.
(1994). Espino (2003), en su estudio realizado en ovejas a las que se les realizo
biopsias 6seas de la tibia, describe cambios en la estructura del hueso
compatibles con un aumento de la reabsorcién 6sea en ovejas alimentadas con
sales anionicas. Por el contrario, Liesegang et al. (2007) observaron que las
dietas que contenian sales anionicas y diferentes niveles de calcio no tenian
diferencias significativas en cuanto a la formacién y reabsorcion ésea. Quizas
porque la DCAD de este experimento no fue lo suficientemente baja para inducir
acidosis metabdlica.

También, Liesegang (2008), en estudio realizado con cabras y ovejas observa
que el marcador especifico de la reabsorcion 6sea, el telopéptido carboxiterminal
del colageno tipo I, muestra diferencias significativas entre las cabras que se
suplementan con sales anionicas y el grupo control, pero no en las ovejas. En
cambio el marcador de formacién dsea, la osteocalcina, fue mas baja durante el

preparto de las dos especies.
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3.2.2.2.4. SALES ANIONICAS Y MINERALES SERICOS.

En las tablas 3 y 4, se recogen los resultados publicados en los trabajos que consideramos
mas relevantes sobre la utilizacion de sales anidnicas en vacas y los efectos de la
administracion de estas dietas en los principales minerales sanguineos. Otra vez mas, es
importante destacar la ausencia de uniformidad en los datos aportados por los diversos
investigadores ya que existen diferentes valores de la DCAD vy distintos tiempos de
administracion utilizados por cada autor. De forma breve, abordaremos los cambios
originados por las sales anidnicas en diferentes minerales considerandolos en dos grandes

grupos:
1) Calcio, fosforo y magnesio.
2) Sodio, potasio y cloro.

3.2.2.2.4.1. CALcIO, FOSFORO Y MAGNESIO.

Respecto a los niveles de calcio total en sangre, hay que resaltar que no aparecen
diferencias significativas entre las dietas con una DCAD positiva 0 negativa cuando estas se
utilizan en animales no gestantes (Gelfert et al., 2007), o en animales lactantes (Hu et al.,
2007b). Cuando esta alimentacion se aplica en momentos de gran demanda, como puede
ser el parto e inicio de la lactacion, existen discrepancias ya que hay investigadores que
observan un aumento significativo de la calcemia en los animales que ingieren sales
anionicas (Leclerc y Block, 1989; Goff et al., 1991; Joyce et al., 1997; Roche et al., 2003;
Charbonneau et al., 2006; Kurosaki et al., 2007; Wu et al., 2008; Seifi et al., 2010) y por el
contrario (Vagnoni y Oetzel, 1998; Gasperlin et al., 2002; Chan et al. 2006; Gelfert et al.,
2007; Li et al., 2008; Ramos-Nieves et al., 2009; DeGroot et al., 2010) no detectan
significacion estadistica.

Asi, en el estudio de Chan et al. (2006), a pesar de aplicar dos tipos de dieta con distintos
niveles de calcio no encuentran diferencias significativas en los niveles de calcio en sangre.
Tampoco Ramos-Nieves et al., (2009) obtienen diferencias significativas, y creen que es
debido a que en muchos de los trabajos previos se utilizaron vacas con alto riesgo de
hipocalcemia, vacas multiparas y de raza Jersey, y con animales control con una DCAD

mucho mayor que la empleada por ellos. Por el contrario, aunque DeGroot et al., (2010) no
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obtienen diferencias significativas en el promedio de la concentracion plasmatica de calcio
en el preparto, justifican este hecho en un inadecuado tamafio de muestra para evaluar la

alta variabilidad estadistica del calcio plasmatico.

Cuando valoramos el efecto de las sales anionicas en la concentracion de calcio iénico,
existe una opinion generalizada de que las dietas con una DCAD negativa incrementan los
niveles séricos de la fraccion de calcio biolégicamente activa (Wang y Beede, 1992b; Joyce
et al., 1997; Schonewille et al., 1999; Kurosaki et al., 2007). Charbonneau et al., (2006) y
Lean et al.,, (2006) demostraron, en ambos meta-andlisis llevados a cabo por estos
investigadores, que una alimentacién en el preparto con una dieta con una baja DCAD

produce un aumento en el calcio plasmatico estadisticamente significativo.

El estado de acidosis metabdlica subclinica, en el que se encuentran los animales
alimentados con un nivel elevado de aniones, puede aportarnos la justificacion fisiolégica al
ascenso de la concentracién sérica de calcio idnico. En esta situacion existe una competicion
entre los iones de hidrogeno y el calcio por los puntos de union a las proteinas plasmaticas,
por ello cuando se eleva la tasa de protones se favorece la disociacion de la unién del calcio
a proteinas, con el correspondiente aumento de los niveles de la fraccion iénica de este
mineral. Moore (1970) examino el efecto del pH en la concentracidn de calcio ionizado, en un
rango de pH de 6,8 a 7,8, en sangre humana “in vitro’, demostrando la existencia de
cambios instantaneos y reversibles en funcion del pH, observando un incremento lineal o de

forma sigmoidal en la concentracion de calcio iénico al disminuir el pH sanguineo.

Por el contrario, Gelfert y Staufenbiel (2008) concluyen que independientemente del nivel de
calcio en la dieta, no ocurren cambios significativos en las concentraciones de calcio iénico.
Este hecho no es sorprendente debido al fuerte control hormonal que regula el metabolismo
del calcio (Hartmann y Brand, 2000) y que rapidamente corrige cualquier cambio en los

niveles séricos del calcio ionico.
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. DCAD Calcio Calcio .
FORMULA Fosforo  Magnesio
AUTOR (meg/kg total iénico
DCAD (mg/dl) (mg/dl)
MS) (mg/di) (mg/dl)
(1) +50 8,71 1,37
Roche et al., 2003
+7 8,28 1,32
™) -60,00® 9,34 5,59
-60,00 8,93 5,47
Chan et al., 2006 ®)
-50,57 8,32 5,99
60,02 8,49 4,61
1 +239 9,14 4,05
+139 9,66 4,01
Gelfert et al., 2007 +89 9,26 4,21
+55 9,14 4,01
-155 9,06 4,45
(1) +1530@ 8,30 4,77
. +153 6,20 4,81
Kurosaki et al., 2007
+146 6,50 4,81
+12 7,30 5,09
(6) +210 7,41
+181 7,49
Liesegang et al., 2007
+28 8,02
-48 7,62
*) +18 10,02
Roche et al., 2007
-20 9,82
4) +224 9,54 5,92 2,02
Li et al., 2008 +151 9,66 6,01 2,19
-265 8,74 5,61 2,36
(1) +127 8,55 5,22 2,05
+30 8,65 5,22 2,07
Wau et al., 2008
-63 8,85 4,97 2,10
-154 9,02 5,14 2,19
(1) +232 5,21
Charbonneau et al.,2009 @
-21 5,30
-32 5,41
. (1) +110 8,42 4,88 1,51
Ramos-Nieves et al., 2009
-150 8,50 5,26 1,48
. (1) +192 9,13 6,03 2,01
Seifi et al., 2010
-82 10,26 6,62 1,96

Tabla 3: Efectos de la administracion de sales aniénicas en rumiantes en el calcio, fésforo y magnesio. (a)
novillas. (b) 1,50% Ca. (c) 0,99% Ca. (d) forrajes bajos en potasio. (1). DCAD: (Na* + K") - (CI' + S) mEq/kg MS
(Ender et al., 1962; Block, 1984). (4) DCAD: (Na*+ K" + 0,38 Ca™ + 0,30 Mg*?) - (CI" + 0,60S0,*) mEqg/kg MS
(NRC, 1989). (6) DCAD: (Na* + K"+ 0,15 Ca*® + 0,15 Mg*®) - (CI + 0,60 S + 0,50 P*) mEq/kg MS (NRC 2001).
(*) DCAD (mEg/100 g MS): (Na*/0,023)+(K*/0,039)-(CI70,0355)—~(S%/0,016).
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En relacion a las variaciones en los niveles de fésforo en sangre, los resultados publicados
todavia son mas inconsistentes. Suponiendo que la disolucién de los cristales de
hidroxiapatita (fosfato tricalcico) sean la fuente de calcio extra de la que disponen los
individuos que reciben una dieta anidnica, lo l6gico seria encontrar en estos animales un
incremento de los niveles séricos no sélo de calcio sino también de fésforo (Joyce et al.,
1997). De acuerdo con esta observacion, Chan et al. (2006) describieron una fosfatemia mas
alta en los individuos que ingerian la dieta aniénica. También Borucki Castro et al. (2004)
observaron unos niveles mas altos de fésforo en el plasma, lo cual lo asociaron a una mayor
cantidad de fosforo en la saliva (Valk et al., 2002). Sin embargo, en la mayoria de los
trabajos no hay diferencias significativas en la concentracion de fosforo sérico entre los
diferentes tipos de dieta (Li et al., 2008; Seifi et al., 2010, Griinberg et al., 2011).

Referente al magnesio, no se han destacado diferencias significativas entre las dietas,
aunque la concentracién de este mineral tiende a ser mayor en los animales alimentados con
una DCAD negativa. Poe et al. (1985) aportaron una razon fisiolégica a este hecho, puesto
que comprobaron que en ovejas el consumo de una cantidad elevada de sodio (como
sucede en los individuos que reciben la dieta catidnica) disminuia la absorcion y retencion de
magnesio. Li et al. (2008) observaron un aumento significativo en los niveles de magnesio
plasmaticos, aunque creen que pudo ser debido a que utilizaron cloruro de magnesio como
acidificante de la racion. En esta misma direccion se encuentran los resultados de Wu et al.
(2008) que consideran la mayor ingesta de magnesio en las dietas ricas en aniones como

posible causa de la elevacion de los niveles séricos de este mineral.

3.2.2.2.4.2. SopIo, POTASIO Y CLORO.

En general, las concentraciones de sodio, potasio y cloro en suero suelen reflejar las
diferencias en la ingesta de estos minerales en la dieta (Delaquis y Block, 1995a y 1995b).
La natremia tiende a ser mayor a medida que la DCAD se hace mas positiva; sin embargo,
siempre se mantiene dentro del rango fisiolégico y sin diferencias estadisticamente
significativas (Delaquis y Block, 1995a y 1995b). El sodio permanece en niveles estables en
el fluido extracelular, debido a un incremento en su excreciéon renal para mantener las

funciones vitales para las que se necesita este mineral (Fauchon et al., 1995).

Referente a los cambios en la natremia, asociados con la ingesta de sales anidnicas,
podriamos resaltar el trabajo de Block (1984), quien destacé que las vacas que recibian la

dieta catidnica tenian una mayor concentracién de sodio y, dentro de este grupo, los
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animales que padecian paresia puerperal tenian mayores niveles que los individuos sanos.
Wildman et al. (2007) comprobaron que los altos valores en la excrecién fraccionada y los
altos valores de sodio sanguineos podrian ser debidos a que las dietas con una alta DCAD
contendrian altos niveles de este mineral. Otra idea alternativa para explicar el incremento
en la absorcion de sodio es la aportada por Greene et al. (1983a), quienes proponen que
una elevada concentracién de potasio en la dieta podria tener como consecuencia un

aumento en la absorcion y excrecion de sodio.

En las raciones con una DCAD positiva, la ingesta de potasio es mayor que en las dietas
anibnicas, por lo tanto, es esperable que los animales que ingieren una racién catioénica
presenten niveles plasmaticos mas elevados de este mineral. Sin embargo, esta suposicién
no se ve reflejada en diversos experimentos y en un nimero importante de articulos. Asi, en
algunos estudios los individuos alimentados con dietas anidnicas tienen concentraciones
levemente superiores de potasio en sangre (Block, 1984; Vagnoni y Oetzel, 1998;
Schonewille et al., 1999). Este hecho, aparentemente contradictorio, podria ser explicado por
el papel de defensa de los cationes 6seos frente a la acidosis metabdlica. El potasio se
liberaria desde el hueso en respuesta a la reduccién del pH sanguineo, mas que por la
disminucién de la caliemia, y esto podria hacer que la concentracion sanguinea de potasio
fuese similar entre los individuos que consumen las diferentes dietas (Ross et al., 1994). Goff
y Horst (1997) utilizaron tres dietas con diferente contenido de potasio (1,1, 2,1y 3,1% MS),
y a pesar de ser grandes las diferencias en la ingesta de potasio, no detectaron variaciones
en las concentraciones séricas de este mineral. Pero el aspecto mas interesante de este
trabajo es que manteniendo constante la concentraciéon de calcio y variando la de potasio,
pudieron comprobar que la incidencia de la paresia puerperal dependia mas del contenido
de potasio de la dieta que del calcio.

En relacién al cloro, Block (1984) observé, al igual que se habia descrito con anterioridad en
otras especies (Sauveur y Mongin, 1978), que la concentracion plasmatica de cloro variaba
de acuerdo a la ingesta del mineral en la dieta. Posteriormente, Chan et al. (2006) utilizaron
dos dietas anionicas con distintos niveles de calcio (0,99 y 1,50% de MS) y observaron que
la dieta con un 0,99% de calcio obtuvo una concentracion de cloro superior a la de 1,50%.
También en terneros se ha comprobado que los que se alimentan con dietas bajas en calcio

tienen niveles sanguineos superiores de cloro (Jackson y Hemken, 1994).

69



Revision Bibliografica

5 DCAD Sodio Potasio Cloro
AUTOR FORMULA
DCAD (meg/kg MS) (mEg/l) (mEg/l) (mEg/l)
+50 146,20 4,84 107,79
Roche et al., 2003 (1)
+7 146,12 4,87 107,93
-60,00® 105,07
-60,00 104,11
Chan et al., 2006 (1) ®)
-50,57 101,49
-60,02° 105,66
+224 136,20 3,76 101,70
Li et al., 2008 4) +151 139,00 3,63 97,40
-265 140,07 3,48 104,90
+232 139 3,90 103,00
Charbonneau et al., 2009 @
1) -21 139 3,80 105,00
-32 140 4,00 107,00
» +192 151,53 5,14 101,89
Seifi et al., 2010 (1)
-82 151,57 4,88 100,63

Tabla 4: Efectos de la administracion de sales anidnicas en rumiantes en el sodio, potasio y cloro. (a)
novillas. (b) 1,50% Ca. (c) 0,99% Ca. (d) forrajes bajos en potasio. (1). DCAD: (Na* + K") - (CI' + $?)
mEq/kg MS (Ender et al., 1962; Block, 1984). (4) DCAD: (Na"+ K"+ 0,38 Ca** + 0,30 Mg*?) - (CI' +
0,60S0,%) mEq/kg MS (NRC, 1989).

3.2.2.2.5. SALES ANIONICAS Y HORMONAS CALCIOTROPICAS.

Existen diversos trabajos en los que se han evaluado los efectos de una DCAD negativa en
las hormonas que regulan la homeostasis calcica, principalmente, PTH y calcitriol. Al igual
que hemos comprobado en otras secciones de nuestra revision bibliografica, existen varias
teorias para explicar las consecuencias de la modificacion de la DCAD en la concentracion
de estas hormonas y asi de nuevo podemos encontrarnos con resultados contradictorios. Es
complicado poder comparar todos los resultados hallados sobre el empleo de las sales
aniénicas, porque en los distintos estudios analizados existe mucha variabilidad en el

contenido en calcio de la dieta y la DCAD.

La hipotesis mas aceptada es que la acidosis metabdlica leve, inducida por las sales
anionicas, aumenta la sensibilidad de tejidos como el rifién y el hueso a la accion de la PTH
(Goff, 2000). Asi, en ratas se observa que el hueso, y quizas el rifidn, son refractarios a la
accion de la PTH en un estado de alcalosis metabdlica mientras que, en condiciones de
acidosis, las acciones estimuladoras de la PTH se verian incrementadas (Beck y Webster,
1976).
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Goff et al. (1991) fueron los primeros investigadores en poner de manifiesto que las vacas
alimentadas con una dieta rica en cationes parecen tener una menor respuesta a la PTH que
las que ingerian las sales anidnicas. En 1994, Abu Damir et al. encontraron una elevacion en
la concentracién de calcitriol en las vacas que consumian la racién aniénica sin que hubiese
diferencias en los niveles séricos de calcidiol ni de PTH entre los animales que ingerian las
diferentes dietas. Esta observacién confirma la mayor actividad de la 1-a-hidroxilasa renal en

las vacas con la racién anidnica.

En otro trabajo, Goff y Horst (1997) valoraron si los efectos detectados en las hormonas
calciotropicas, en las vacas alimentadas con una dieta catidnica, eran debidos a un cation en
particular (sodio o potasio). Comprobaron que la concentracion de PTH se incrementaba a
medida que la cantidad de potasio y sodio de la dieta era mayor, pero el calcitriol no se veia
afectado por los niveles de sodio y su concentracion aumentaba al elevar el porcentaje de
potasio de la dieta, aunque en menor proporcién que lo hacia la PTH. Esto refrenda de
nuevo la hipétesis de que la alcalosis metabdlica parece reducir la producciéon renal de

calcitriol, independientemente, del cation que la induce.

Ademés de cuantificar las variaciones en los niveles de las hormonas calciotropicas al
modificar la DCAD, Goff et al. (1995) trabajaron también sobre la posibilidad de que existiese
un efecto de la dieta en la sensibilidad de los diferentes tejidos al calcitriol. Y efectivamente,
las vacas que consumian la dieta anidnica tenian un numero mayor de receptores para la
vitamina D (VDR) en la mucosa del colon que las que ingerian dieta catidnica, por lo que con

concentraciones mas bajas de calcitriol podrian mostrar una mayor respuesta.

Joyce et al. (1997) constataron que las variaciones en la concentracién de calcitriol y PTH,
entre vacas que recibian una dieta rica en aniones o rica en cationes, eran los esperados
ante un descenso de los niveles de calcio i6nico en plasma. Las vacas que consumian la
dieta con una DCAD positiva mostraban una concentracién de calcio i6nico mas baja que las
de una DCAD negativa y, consecuentemente, presentaban niveles mayores de PTH y
calcitriol en suero. En ovejas, Espino et al., (2003) también comprobaron este tipo de
comportamiento de la PTH después del parto, ya que observaron una mayor concentracion
de esta hormona en los animales que consumian una dieta alcalinizante, estando las
concentraciones de la misma inversamente relacionadas con las concentraciones de calcio

idnico.

71



Revision Bibliografica

Mas recientemente, Liesegang et al. (2007) realizaron un estudio en el que utilizaron cuatro
grupos de animales. Dos de ellos fueron alimentados con dietas bajas en calcio (3 gr/kg de
MS) y a mayores uno de ellos recibio sales anidnicas; a los dos restantes se le administro
una dieta rica en calcio (7 gr’/kg de MS) y a uno de ellos se les suministr6 ademas una dieta
anidnica. Los niveles de PTH no variaron significativamente en ninguno de los grupos. Con
respecto al calcitriol, su concentracion aumentoé en los cuatro lotes, por lo que en este trabajo
no se observa ningun efecto sobre los drganos diana; pero, fue significativamente mas baja
en el grupo que recibié una dieta rica en calcio y sales anidnicas. La explicacion mas
probable a este hecho es que al estar la dieta acidificada se induciria una absorcion mas
eficiente de calcio a través del transporte pasivo en vez de la via activa regulada por el

calcitriol (Schonewille et al., 1994).

Por ultimo, Kurosaki et al. (2007) estudiaron el empleo de sales anidénicas para prevenir la
incidencia de la fiebre de la leche. Para ello establecieron tres lotes de vacas multiparas: uno
con sales anidnicas; otro sin sales anionicas, pero con un suplemento de calcio y magnesio y
un grupo control. En este experimento comprobaron que el patron de secreciéon de la PTH en
el posparto era diferente dentro de cada grupo y no estaba asociado con la incidencia de
hipocalcemia dentro de cada lote. Tampoco hubo relacién entre la concentracion de calcitriol

y la incidencia de la fiebre de la leche.

3.2.2.2.6. TIEMPO DE ADMINISTRACION DE LA DIETA ANIONICA.

En los distintos trabajos consultados, observamos una gran variedad en cuanto a la duracion

en la que los animales recibian una racion con sales aniénicas en el preparto.

A la hora de seleccionar cuanto tiempo deben ingerir una dieta anionica las vacas secas,
debemos saber que las sales aniénicas suministradas dos veces al dia a animales a los que
previamente se les practicoé una fistula ruminal, inducen cambios en el estado acido-base a
las 24 horas de la administracién (Goff y Horst, 1998; Fromer, 2004; Loéffler, 2004; Roche et
al., 2007). También, aproximadamente a los 9 dias, las dietas con una baja DCAD mejoran

la absorcion de calcio (Roche et al., 2007).

Aunque como hemos visto las sales anidnicas ya producen cambios a las 24 horas de
administrarlas, no nos debemos olvidar que el objetivo principal de la manipulaciéon de la
DCAD en el preparto deberia de ser reducir la incidencia de hipocalcemia, y no

necesariamente modificar el pH sanguineo o urinario (DeGaris y Lean, 2008a).
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En el caso de animales alimentados con raciones totalmente mezcladas, la duracién ideal
para observar los efectos preventivos deseados estaria entre las 3 y 4 semanas (Staufenbiel,
2000; Goff y Horst, 2003b; Goff, 2006; Pelletier et al., 2008).

En la revisién y meta-analisis llevado a cabo por Lean et al. (2006) proponen la siguiente

ecuacion para poder predecir la incidencia de la fiebre de la leche:
% hipocalcemia: e""/ (1+€"") * 100

Donde LT es la transformacion logit de las ecuaciones de regresion logistica para predecir la
incidencia de hipocalcemia en el ganado de raza frisona en funcién de los nutrientes de la
alimentacion preparto (% MS), de la DCAD calculada como (Na* + K*) + (CI' + S%) en
mEg/100 gr MS, y los dias de exposicion a la dieta preparto. Estos autores sugieren dos

modelos:

LT1: -5,76+5,48(Ca)-5,05(Mg)+1,85(P)+0,02(DCAD)-2,03(Ca?)+0,03 (dias de

exposicion a la dieta)

LT2: -5,17+5,74(Ca)-8,66(Mg)+2,30(P)+0,78(K)-3,48(S)-2,16(Ca?)+0,04

(dias de exposicion a la dieta)

Sobre la utilizacion de LT1 o LT2 prefieren la utilizacion de LT1 por la forma de calcular la
DCAD. Esta idea se ve refrendada porque como vimos en el apartado “administracion de
sales anidnicas en el preparto” la ecuacidén mas apropiada para predecir el efecto de la dieta
sobre el riesgo de sufrir hipocalcemia es la DCAD= (Na* + K*) + (CI' + S%) (DeGaris y Lean,
2008a). Los efectos de manipular las variables sobre el riesgo de sufrir la fiebre de la leche

se pueden ver en la tabla 5.
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Efecto de incrementar
Variable la variable sobre el Odds ratio P
riesgo de

hipocalcemia

Raza (Holstein o Jersey) 1 2,321 0,02
Calcio 1 293,362 0,01
Calcio*Calcio Tyl 0,131 0,01
Magnesio 1 0,006 0,002
Fosforo 1 6,373 0,01
DCAD=(Na*+K") +(CI'+ §?)

1 1,105 0,04
mEq/100gr MS
Dias de exposicion a la dieta

1 1,030 0,03

(12-60 dias)

Tabla 5: Efecto de las variables predictoras del riesgo de sufrir hipocalcemia calculadas en la ecuacion LT1
(Lean et al., 2006).

Durante el desarrollo de este meta-analisis, estos investigadores observaron una interesante
interaccion entre el efecto cuadratico del calcio y los dias de exposicion a la dieta preparto
(figura 10).

Riesga FL (%)
2 /

Figura 10: Relaciones entre el riesgo de sufrir hipocalcemia, dias de exposicion a la dieta preparto y calcio en la
dieta (%MS) junto con una alta DCAD. (Modificado de Lean et al., 2006).
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Asi, mientras distintas recomendaciones han sugerido que son necesarias altas
concentraciones de calcio de aproximadamente un 1% y grandes ingestiones de materia
seca preparto con una baja DCAD, estos autores evidencian que este planteamiento es
erroneo ya que el efecto de calcio y la interaccién entre el calcio y largas exposiciones a la
dieta preparto, son independientes de la DCAD. Como se puede observar en la figura 10,
exposiciones cortas (12-18 dias) a la dieta preparto con altas concentraciones de calcio
incrementan el riesgo de padecer hipocalcemia. También, las vacas que se alimentan con
sales anidnicas en el preparto durante mas de 20 6 30 dias incrementan el riesgo de sufrir

fiebre de la leche en un 42%.

Husband et al. (2006) también observaron que en las dietas de transicién cuando se afiade a
estas carbonato calcico como fuente de calcio, la incidencia de hipocalcemia se incrementa
a pesar de tener una DCAD baja. La explicacion a este problema no esta lo suficientemente
clara y existen dos hipotesis que podrian explicar este fenémeno. La primera relacionaria la
capacidad tampdn del anién carbonato y la liberacion de bicarbonato al torrente circulatorio;
y la segunda tendria que ver con el i6n calcio, ya que como vimos existen diversas
ecuaciones para calcular la DCAD que utilizan este mineral en la parte catiénica de la
férmula (Goff, 2000). Por lo que debemos tener en cuenta, que al usar sales anidnicas en la
racion preparto, con frecuencia estamos aumentando la concentracién de calcio entre un 1,1
y un 1,3 % sobre MS; y este nivel de calcio se ha asociado con el pico de maximo riesgo

para que una vaca sufra hipocalcemia (Mulligan y Doherty, 2008).

Asi, como recomendacion practica podemos decir que cuando a pesar de utilizar sales
anidnicas en la racion y tengamos una DCAD proxima a cero o negativa y sigan existiendo
problemas de hipocalcemia deberemos revisar las fuentes de calcio, siendo la opcién

preferente el sulfato de calcio en vez de el carbonato célcico (Husband et al., 2006).

3.2.2.2.7. SALES ANIONICAS E INCIDENCIA DE LA PARESIA PUERPERAL Y OTRAS
PATOLOGIAS DEL POSPARTO.

Aunque no hay tratamientos que puedan eliminar completamente la aparicién de la fiebre de
la leche, varios experimentos indicaron que la adicion de sales anidénicas a la racién
disminuye la tasa de incidencia de la enfermedad en mas de un 50% en relacién a la dieta
cationica (Oetzel, 1993).
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Block (1984) encontré una incidencia de la paresia puerperal del 47,4% en las vacas con
DCAD positiva mientras que en el grupo con DCAD negativa el numero de animales
enfermos era casi nulo. Sin embargo, en este trabajo, la racion base estaba formulada con
un ratio calcio/fésforo que favorecia la aparicion de esta enfermedad y, ademas, presentaba
un alto contenido en calcio lo que generaba unas condiciones éptimas para la utilizacion de
las sales anionicas. Roche et al. (2003) observaron una incidencia de la hipocalcemia clinica
del 30% y del 0% (con una DCAD del +50 y +7 mEqg/kg MS, respectivamente) y una
disminucién de la incidencia de la hipocalcemia subclinica del 78% al 15% (con una DCAD
del +50 y +7 mEqg/kg MS, respectivamente) en las dietas administradas con sales aniénicas.
En otros experimentos, no encontraron diferencias significativas en la tasa de vacas
afectadas por la paresia puerperal, aunque la hipocalcemia subclinica fue mas severa para
los individuos del grupo control que los que consumian la dieta anidnica (Gant et al., 1998).
Los datos de numerosos experimentos han documentado reducciones importantes en la
aparicion de hipocalcemia subclinica (Kurosaki et al., 2007; Wu et al., 2008; Seifi et al.,
2010), lo que resultaria en una mejoria de las contracciones ruminales (Jorgensen et al.,
1998), disminucién de la letargia y mejoria del apetito al inicio de la lactacion (Tucker et al.,
1992). Estos resultados sugirieron que las vacas alimentadas con una DCAD negativa tenian
una menor probabilidad de desarrollar enfermedades relacionadas con la hipocalcemia

subclinica.

Kurosaki et al. (2007) también analizaron el numero de dias y de tratamientos necesarios
para curar a los animales con hipocalcemia clinica, y constataron que el grupo con sales
anidénicas y una DCAD baja necesité menos de la mitad de dias para recupar, que los grupos
sin sales anionicas o el grupo control. También observaron que la administracion de
suplementos de calcio afnadidos solos, sin sulfatos y sin sales de cloro, no contribuyen a

mejorar la incidencia de la hipocalcemia.

La incidencia de otras patologias del posparto de forma aislada no mostraba diferencias
significativas. Asi, no hubo diferencias estadisticas en los animales que presentaban
desplazamiento de abomaso y/o cetosis entre dietas con DCAD positiva y negativa (Wu et
al., 2008; Seifi et al., 2010), aunque si se observa una prevalencia mas baja en los grupos de
vacas con una DCAD baja que en los lotes con una DCAD positiva (Wu et al., 2008). El uso
de un numero reducido de animales, junto con la baja incidencia de estas patologias, hace

que sea dificil detectar diferencias entre grupos (Goff y Horst, 1997).
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También, se han realizado diversos experimentos para establecer el efecto del consumo de
dietas con una DCAD negativa en la incidencia de patologias reproductivas. Asi, DeGaris y
Lean (2008a) han descrito mejorias sustanciales en funcién de los dias que los animales
recibieron la dieta. Dividieron el estudio en tres grupos, menor de 10 dias, entre 10 y 20 dias,
y mayor de 20 dias. Como resultado obtuvieron que la tasa de prefiez acumulada fue mas
elevada en el grupo que ingirié sales aniénicas en mas de 20 dias. Por otra parte, Seifi et al.
(2010) estudiaron el intervalo parto-primera inseminacion y el intervalo parto-inseminacién

fecundante, pudiendo constatar que no existian diferencias entre los resultados de las dietas.

En 1988, Oetzel et al. ya habian publicado una reducciéon en el numero de vacas con
retencion de placenta en el grupo que consumia las sales anidnicas antes del parto.
También, Wu et al. (2008) y Brozos et al. (2009) encontraron una tasa menor de retencion
placentaria en el grupo alimentado con una dieta aniénica. Por el contrario, Goff y Horst
(1997); Joyce et al. (1997); Goff y Horst (1998) y Seifi et al. (2010) no detectaron diferencias

ni en la incidencia de metritis ni de retencién de placenta entre grupos.

Ademas, recientemente se ha visto un efecto muy positivo de las sales anidnicas
administradas en el preparto, como es una disminucion en la tasa de eliminacion de los
animales. Seifi et al. (2010) observaron una tasa de eliminacién del 4,57% (un animal
eliminado de 22) y 27,6% (ocho animales eliminados de 22) para vacas alimentadas con
sales anidnicas y dietas control respectivamente (p = 0,03). Aunque el efecto de la DCAD
sobre este indice es muy dificil de valorar porque intervienen multiples factores, en este
estudio ocho de las nueve vacas eliminadas sufrieron hipocalcemia y cojeras, por lo que es
razonable la hipétesis de que una disminucion en la dieta de la DCAD durante el periodo

seco indirectamente disminuye la tasa de eliminacion.

En la tabla 6 resumimos los resultados de las principales investigaciones en las que se
estudié la incidencia de la paresia puerperal y otras patologias del puerperio, cuando se

empleaban sales anidnicas en el preparto.
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FORMULA DCAD N FL HPS RP M C DA
AUTOR
DCAD  (mEqg/kg MS) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
-80 160 1,3 288 519 88 63
Melendez et al., 2003 (1) -80@ 158 0 228 494 76 25
-80® 161 0 31 540 93 3,1
+50 20 30 78
Roche et al., 2003 (1)
+7 20 15
50,579 11 0
Chan et al., 2006 (1) @
60,02 10 20
+153© 10 0
_ +153 10 40 20
Kurosaki et al., 2007 (1)
+146 10 20 40
+12 10 11 22
+127 10 20 O 40 10
+30 10 30 0 20 0
Wu et al., 2008 (1)
63 10 0 0 0 11
-154 10 0 0 0 0
+205,38 230 17,8
Brozos et al., 2009 (1)
+9565 226 10,6
, +11 20 10 50
Ramos-Nieves et al., 2009 (1)
-15 21 5 50
B +192 30 17 16 13
Seifi et al., 2010 (1)
-82 30 3 10 20

Tabla 6: Incidencia de las principales patologias del periparto en funcién de diferentes DCAD segun diversos
autores. (FL: Fiebre de la leche; HPS: Hipocalcemia subclinica; RP: Retencién de placenta; M: Metritis; C:

Cetosis; DA: Desplazamiento de abomaso). (a) Sales anidnicas mas un suplemento de CaCl;,oral 6 horas
antes del parto. (b) Sales aniénicas mas un suplemento de propionato calcico mas propilenglicol oral 6 horas
antes del parto. (c) 1,50% Ca. (d) 0,99% Ca. (e) Novillas. (1). DCAD: (Na* + K") - (CI' + S) mEqg/kg MS
(Ender et al., 1962; Block, 1984)

3.2.2.2.8. LIMITACIONES DEL USO DE LAS SALES ANIONICAS.

3.2.2.2.8.1. REDUCCION DE LA INGESTA DE ALIMENTO.

La mayor parte de los problemas relacionados con las sales aniénicas giran alrededor de la
reduccion en la ingesta de materia seca debido a la mala palatabilidad de estos compuestos
(Goff y Horst, 2003a) y por el manejo cuidadoso que requieren para asegurar su ingestion
(Oetzel y Barmore, 1993). Ademas de su escasa palatabilidad, la acidosis metabdlica,
asociada al uso de este suplemento dietético, también podria contribuir a la reduccion de la

ingesta de alimento. Se ha demostrado que los cambios en el estado acido-base sanguineo
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ejercen un efecto directo en las areas hipotalamicas que controlan la ingesta de alimento

observandose que la acidosis la aminora (Seoane et al., 1975).

Los principales trabajos llevados a cabo para valorar los efectos de las sales anidnicas, en
dietas preparto con distintas DCAD, sobre la ingestion de materia seca los podemos ver

resumidos en la tabla 7.

INGESTION DE INGESTION DE
FORMULA DCAD MATERIA SECA EN MATERIA SECA EN
AUTOR DCAD (mEq/kg MS) VACAS MULTIPARAS VACAS PRIMIPARAS
(kg/dia) (kg/dia)
+50 9,9
Roche et al., 2003 (1)
+7 9,0
-50,57@ 1,8
Chan et al., 2006 (1) ®)
-60,02 10,6
+224 11,5
Li et al., 2008 4) +151 14,3
-265 13,0
+127 12,06
+30 12,05
Wau et al., 2008 (1)
-63 11,94
-154 11,87
+232 12,0
Charbonneau et al., 2009 ©
(1) -21 11,5
-32 9,8
. +110 15,6
Ramos-Nieves et al., 2009 (1)
-150 14,4
+221 14,4 11,8
-1219 14,4 11,3
Degroot et al., 2010 (1) @
-113 14,3 11,9
-98 14,2 12,5

Tabla 7: Efecto de las variaciones en la DCAD vy su influencia en la ingestién de materia seca. (a) 1,50% Ca. (b)
0,99% Ca. (c) forrajes bajos en potasio. (d) alimentos acidificados, no sales aniénicas. (1). DCAD: (Na* + K') -
(CI' + S) mEq/kg MS (Ender et al., 1962; Block, 1984). (4) DCAD: (Na*+ K"+ 0,38 Ca** + 0,30 Mg*?) - (CI' +
0,60S0,%) mEq/kg MS (NRC, 1989).

El meta-analisis realizado por Spanghero (2004) analiza 21 trabajos, con un total de 86

dietas, en vacas frisonas secas y prefiadas que recibieron una alimentacion en el preparto

con sales anidnicas durante aproximadamente 3 semanas antes del parto. También se

79



Revision Bibliografica

incluyd algun estudio que utilizaba otras razas, e incluso, ocasionalmente, novillas y vacas
improductivas (secas y no prefiadas). El promedio de ingestién de materia seca fue de 9,9
kg/dia pero con una distribucion de entre 7,3 y 16 kg/dia. Hayirli et al., (2003) recopilando 16
trabajos que sélo incluian vacas frisonas comprobé una reduccion exponencial en la
ingestion de materia seca en los ultimos 20 dias de gestacion desde 19-20 a 14-15 gr/kg de
peso vivo. El promedio de ingestion de materia seca, para este investigador, en las tres
ultimas semanas de gestacion fue de 16,3 y 17,7 gr/kg de peso vivo para novillas y vacas,
respectivamente. En el meta-analisis de Spanghero (2004) el promedio de ingestion de
materia seca fue de 15 gr/kg de peso vivo. Esta variacion con respecto a lo observado por
Hayirli et al., (2003) puede ser debida a la inclusion por parte de Spanghero (2004) de
trabajos con razas distintas a la Holstein con menos capacidad de ingesta de materia seca, a

lo que también se anadiria el efecto depresor de las sales aniodnicas.

Como se puede observar en la tabla 7, el consumo de sales anidnicas provoca una
disminucién en la ingestion de materia seca, pero como en otros apartados de este trabajo,
encontramos resultados controvertidos. Asi, mientras diversos estudios han encontrado una
disminucién significativa en la ingestion (Oetzel y Barmore, 1993; Horst et al., 1997; Joyce et
al., 1997; Moore et al., 2000; Hu y Murphy, 2004; Hu et al., 2007b), por el contrario otros
autores han hallado incrementos en el consumo (Goff y Horst, 1997,1998; Oeztel et al.,
1988; Vagnoni y Oeztel, 1998, Li et al., 2008) y otros investigadores no observaron ningun
efecto (Roche et al., 2003; Chan et al., 2006; Wu et al., 2007; Charbonneau et al., 2009;
Ramos-Nieves et al., 2009; Degroot et al.,2010).

Degroot et al (2010) sugieren que es probable que en los rebafios con un excelente manejo
de la alimentacién, lo cual se manifiesta con una alta ingestion de materia seca, no
experimenten disminuciones en la ingestién del alimento al consumir dietas con una baja
DCAD. Estos mismos autores publicaron un estudio en el cual administraron sales aniénicas
en el preparto a vacas primiparas y multiparas y observaron que la ingestion de materia seca
en el posparto fue mayor para las vacas multiparas y primiparas que recibieron sales
aniénicas que para los animales del lote control. Otros autores han demostrado que la
alimentacion con las sales anionicas en el preparto no disminuye la ingestion de materia
seca en el posparto (Goff y Horst, 1998; Gulay et al., 2004) o incrementa la ingestion de

materia seca en dicho periodo (Joyce et al., 1997).

La DCAD éptima para reducir la prevalencia y la severidad de la hipocalcemia y minimizar la

disminucién en la ingestion de materia seca todavia no ha sido establecida (Heron et al.,
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2009). Se ha sugerido que la DCAD necesita estar entre -50,0 a -100,0 mEqg/kg MS para
prevenir la hipocalcemia (Horst et al., 1997), pero también se ha comprobado que dietas con
baja pero positiva DCAD pueden mejorar la homeostasis calcica en los momentos proximos
al parto (Kurosaki et al., 2007; Penner et al., 2008). Sin embargo, si se ha verificado que
afadiendo mas de 300 mEqg/ kg MS a la dieta, se reduce sustancialmente la ingestién de

materia seca en las dietas preparto de las vacas (Charbonneau et al., 2006).

Por lo tanto, a modo de recomendaciones generales podemos resumir que para minimizar la

disminucién de la ingestién de materia seca al utilizar sales anionicas:

i Son mejores las raciones totalmente mezcladas ya que podemos emplear
alimentos muy palatables como silo de maiz, alfalfa o melazas para
enmascarar el sabor de las sales (Oetzel, 1993). En donde no se pueda
emplear el carro mezclador es mejor utilizar pellets de sales anidnicas con

melazas o con granos de destileria (Wu et al., 2008).

ii. En ningun caso se debe sobrepasar el limite de correcciéon acidogénica de
3.000 mEqg/dia, ya que dosis superiores pueden afectar muy negativamente
a la ingesta de alimento (De Blas et al., 1999). Si la racién base tiene una
DCAD muy positiva habra que sustituir el alimento con mayor contenido de

cationes.

iii. Monitorizar el pH urinario ya que si es inferior a 7.0 podria disminuir la
ingesta de materia seca sin que se observen beneficios adicionales en la

prevencion de la hipocalcemia.

3.2.2.2.8.2. PRODUCCION Y LA CALIDAD DE LA LECHE.

La produccién de leche esta limitada por la ingestion de materia seca (Kertz et al., 1991). A
pesar de que la menor ingesta de alimento, asociada a la utilizaciéon de una DCAD negativa,
podria hacernos pensar en una reduccion en la produccién de leche, son mas numerosos los
trabajos que hablan de efectos beneficiosos, o incluso que no citan contraindicaciones, que
los que observan reducciones en la produccion y calidad lactea. Asi, diversos autores no han
encontrado que el empleo de sales anidnicas en el preparto tengan una influencia negativa o
positiva sobre la produccion y/o la calidad lactea (Oetzel et al., 1988; Goff et al., 1991; Joyce
et al., 1997; Roche et al., 2003; Chan et al., 2006; Ramos-Nieves et al., 2009; Seifi et al.,
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2010). En la tabla 8 se recopilan diferentes promedios de produccién lactea en funcién de las
distintas DCAD vy de los dias de estudio.

West et al. (1992) describieron un ascenso en la produccion de leche, aunque no habia
diferencias estadisticamente significativas en la produccion de leche total, leche corregida al
3,5% de grasa y leche corregida al 3,5% de grasa/kg MS ingerida, a medida que aumentaba
la DCAD consumida. También encontraron que la leche de las vacas que consumian las

dietas con DCAD positiva mostraba un mayor porcentaje de grasa y proteina.

En una posicién opuesta, diversos investigadores obtuvieron elevaciones de la produccion
de leche. Asi, Block (1984) se encontré con un aumento del 6,8% en vacas que ingerian
raciones suplementadas con sales anionicas. Esta mejoria podria estar asociada a la
reduccion en la incidencia de la hipocalcemia clinica y subclinica en los animales que
recibian la racion con una DCAD negativa. También en este mismo estudio observé que la
diferencia en la cantidad de leche producida, era mas alta entre las vacas que padecian
paresia puerperal y las sanas (que producian un 14% mas) dentro del grupo con dieta

catidnica, que la diferencia entre vacas con dieta catiénica y anionica.

Dentro de esta linea Wu et al. (2008), aunque no encontraron diferencias significativas,
observaron que las vacas alimentadas con una DCAD de -150 mEqg/kg MS produjeron mas
leche (3,36 kg/dia) que las de una DCAD de +150 mEg/kg MS, probablemente por la mejora
en su estado de salud. También, DeGaris et al. (2008b) demostraron que los animales
sometidos, a dietas preparto con sales anidnicas, durante 22 6 25 dias mejoraban
significativamente la proteina en leche, y la grasa y proteina corregida al 4,0% y al 3,2%,
respectivamente. El incremento de la productividad lactea, entre una exposicién minima de 3
dias y una 6ptima de 25 dias fue de 3,75 litros (de grasa y proteina corregida al 4,0% vy al
3,2%) y de 100 gramos de proteina por dia durante los primeros 180 dias de lactacion. Estos
efectos beneficiosos en la produccién lactea son semejantes a los encontrados por Corbett
(2002) y DeGroot (2004).

Por ultimo, DeGroot et al. (2010) observaron una mayor produccién de leche en vacas
multiparas que recibieron sales anionicas en el preparto que en los animales del lote control
(43,1 vs 36,6 kg/d; p < 0,01). La produccién corregida al 3,5% de grasa fue
significativamente superior en el grupo que recibié las sales aniénicas que en el control (50,2
vs 45,6 kg/d; p < 0,05). Estos autores atribuyen estos incrementos al aumento significativo

en la ingestion de materia seca en el posparto del lote alimentado con sales anidnicas con
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respecto al control. Por el contrario, los porcentajes de grasa y proteina en la leche fueron

similares para los dos grupos.

FORMULA DCAD PRODUCCION DE .
AUTOR N DIAS PROMEDIO
DCAD (mEq/kg MS) LECHE (kg/dia)

+127 10 32,03
+30 10 33,12

Wu et al., 2008 1) 30
-63 10 33,31
-154 10 34,42
. +110 20 46,2

Ramos-Nieves et al., 2009 (1) 63
-150 21 46,4
+221 9 45,6

Degroot et al., 2010 1) 21
-98 9 50,2
. +192 30 38,70

Seifi et al., 2010 1) 30
-82 30 36,65

Tabla 8: Produccién de leche en funcién de diferentes DCAD segun diversos autores. (1). DCAD: (Na* + K') -
(CI + S) mEq/kg MS (Ender et al., 1962; Block, 1984).

3.3 MARCADORES DEL METABOLISMO ENERGETICO: LEPTINA E
INSULINA.

A parte de los efectos ya comentados sobre la concentracion de calcio plasmatico, ingestion
de materia seca y produccion lechera, en la actualidad se han realizado diversas
investigaciones para saber como afectan las sales anidnicas administradas en el preparto a
las distintas hormonas, factores de crecimiento y metabolitos en el posparto (Ramos-Nieves
et al., 2009; Degroot et al., 2010; Seifi et al., 2010; Wathes, 2012).

En nuestro estudio nos centraremos en la leptina y la insulina por su importancia en informar
al eje reproductivo del estatus del balance energético de los animales tanto en condiciones

de pastoreo como intensivas (Butler, 2003; Meikle et al., 2004).

3.3.1. LEPTINA.

La leptina es una proteina plasmatica formada por 167 aminoacidos y de 16kD, que se
transcribe a través del gen ob y fue aislada en el afio 1994 por Zhang et al. Esta hormona

peptidica podria jugar un papel central en la regulacion de la homeostasis energética
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(apetito, consumo de energia, reparto de nutrientes entre los tejidos y composicién corporal),
y también en la reproduccién, en la secrecion de hormonas por distintas glandulas
endocrinas, en funciones renales e inmunes, hematopoyesis, angiogénesis, en la

proliferacion y diferenciacion celular (Kershaw y Flier, 2004).

Aunque la leptina es secretada principalmente por los adipocitos, localizados en el tejido
adiposo blanco (Ahima y Flier, 2000; Ingvartsen y Boisclair, 2001; Spiegelman y Flier, 2001),
también el gen que codifica para esta proteina se ha encontrado en niveles mucho més
bajos en la placenta y tejidos fetales, glandula mamaria, estémago, musculos y en otros
tejidos diversos en roedores y humanos (Margetic et al., 2002). En rumiantes, este gen se ha
aislado en el tejido adiposo blanco (Chilliard et al., 2001; Bernabucci et al., 2006), tejidos
fetales (Ehrhardt et al., 2002; Yuen et al., 2002; Muhlhausler et al., 2003), glandula mamaria
(Chelikani et al., 2003b; Leury et al., 2003; Drackley et al., 2006), rumen, abomaso y
duodeno (Yonekura et al., 2002), y glandula pituitaria (Yonekura et al., 2003). La leptina no
s6lo podria actuar como una sefal endocrina en el cerebro y en los tejidos periféricos que
tienen receptores para esta proteina, sino que también en los tejidos donde es producida
funcionaria como una senal autocrina/paracrina tanto en roedores como en humanos (Huan
et al., 2003; Kershaw y Flier, 2004) y en rumiantes (Chelikani et al., 2003b).

La secrecion de esta hormona se ve influenciada por la estacion del afio y por factores
ambientales (Accorsi et al., 2005; Chilliard et al., 2005). Asi, las vacas que paren en agosto
tienen una concentracion plasmatica mas baja que las de primavera (Reist et al., 2003). En
otro estudio, también en vacas en posparto, los animales que estuvieron en el local calido

(10 °C versus 3 °C) tuvieron los niveles mas altos de leptina (Kokkonen et al., 2002).

3.3.1.1 FISIOLOGIA DE LA LEPTINA.

3.3.1.1.1 LALEPTINA Y EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISARIO.

Dentro del sistema nervioso central, la leptina actua principalmente a nivel del hipotalamo
para controlar la ingestion de comida y gasto energético (Liefers et al., 2005). El hipotalamo
traduce las sefales de esta hormona en respuestas neuronales, las cuales causan
alteraciones en la ingestion de la comida (Henry y Clarke 2008; Konner et al., 2009). En este
proceso también esta implicado el neuropéptido Y (NPY), ya que el NPY es un potente
estimulador de la ingestién de alimento (Houseknecht et al., 1998), y la leptina se une al

receptor que posee en el NPY provocando un incremento en la produccién de energia y
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causando también hipofagia (Fruhbeck, 2006; Faroogi y O’Rahilly, 2009). La administracion
de leptina estimula la secrecion de las gonadotropinas LH y FSH desde la hipéfisis via GnRH
(Amstalden et al., 2003). También, en la hipdfisis anterior de las ovejas se han aislado
receptores para esta hormona, por lo cual podria tener efectos directos sobre la produccién
de LH y FSH (Dyer et al., 1997).

3.3.1.1.2. INGESTION Y PESO CORPORAL.

Los efectos de la ingestion de alimentos sobre la expresiéon de la leptina pueden ocurrir a
largo plazo (la grasa corporal cambia acorde el potencial genético o mediante cambios
previos, de semanas 0 meses, nutricionales vy fisiolégicos), a medio plazo (después de dias a
un determinado nivel alimentario) o a corto plazo (minutos después de consumir alimentos)
(Chilliard et al., 2005).

Los niveles del ARNm para la leptina del tejido adiposo blanco y la leptinemia disminuyen
bruscamente cuando existen condiciones de desnutricién o de restriccion alimentaria (Block
et al., 2003; Brown et al., 2005) y se incrementan cuando existen condiciones de
sobrealimentacion en las ovejas (Chilliard et al., 2001; Tokuda et al., 2002) y en el ganado
vacuno (Chilliard et al., 2001; Delavaud et al., 2002; Janovick et al., 2011). También dentro
de esta linea, Chilliard et al. (2005) sugieren que generalmente la concentracién de leptina
en el plasma, en respuesta al nivel de alimentacion, esta fuertemente ligada a la grasa

corporal.

Contrariamente a lo que se observa en humanos (Dallongeville et al., 1998), la leptinemia no
varia o se incrementa levemente después de comer en las ovejas (Blache et al., 2000; Marie
et al., 2001; Dandrea et al., 2002; Daniel et al., 2002; Tokuda et al., 2002). En el ganado
vacuno se han descrito los siguientes cambios: vacas secas y no prefiadas disminuye su
concentracion si estan bien alimentadas, aumenta en condiciones de desnutricion y no varia
en las ultimas fases de gestacion o en las primeras de lactacién (Block et al., 2001; Delavaud
et al., 2002; Blum et al., 2005).

3.3.1.1.3. CAMBIOS DURANTE LA PRENEZ Y DURANTE LA LACTACION.

En el ganado vacuno lechero, durante el posparto, los animales presentan un estado de
balance energético negativo por lo que se produce una movilizacion de las reservas de grasa
y todo el alimento ingerido se destina al energéticamente costoso proceso de la lactogénesis

(Chagas et al., 2007). La leptina dentro de este proceso actia como barémetro corporal
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proporcionando un vinculo entre la homeostasis energética, el apetito y la funcién
reproductiva (Bluher y Mantzoros, 2007; Zieba et al. 2008; Farooqi et al., 2009).

La concentracion de leptina es generalmente alta (5-9 ng/ml) en las vacas gestantes y secas
un mes antes del parto (Kokkonen et al., 2002), comienza a decrecer entre las semanas 4 y
1 preparto y alcanza un descenso (3-6 ng/ml) durante la primera semana posparto. Asi que,
en el periparto es frecuente observar disminuciones en la concentraciéon plasmatica de 3
ng/ml (Block et al., 2001; Holtenius et al., 2003; Hachenberg et al., 2007; Konigsson et al.,
2008). Durante las 3-4 primeras semanas de lactacion se produce un débil incremento, y de
acuerdo con los distintos trabajos consultados, continla aumentando suavemente o bien se
produce un nuevo descenso a las 5-7 semanas posparto (Chilliard et al., 2005). Sin
embargo, el empleo de un RIA especifico de rumiantes permite detectar un rapido
incremento durante las semanas 1-2 (Blache et al., 2000; Kadokawa et al., 2000). Ademas,
el nivel de ARNm para la leptina del tejido adiposo blanco subcutaneo es mayor entre la
semana 4 y 1 antes del parto, y baja durante por lo menos entre la primera y octava semana
de lactacion (Block et al., 2001). La leptinemia permanece baja durante la mitad y la dltima
etapa de la lactacién (Kadokawa et al., 2000). También se observa este hecho en las vacas
no gestantes (después de 17 meses de lactacion) (Block et al., 2003) y en las vacas
prefiadas (Chelikani et al., 2003a; Sauerwein et al., 2004).

Distintas hipotesis han sido propuestas para explicar la razén de porque la concentracion
plasmatica de leptina disminuye cuando nos vamos acercando al momento del parto. Las

principales son las dos que exponemos a continuacion.

i. Liefers et al. (2003) proponen que la concentracion de leptina refleja el balance
energético de la vaca. A medida que se encamina hacia el estado de lactacion, el
balance energético negativo ya empieza a iniciarse con un descenso en la ingestion
de materia seca junto con un incremento de la demanda de energia del feto (Hayirli
et al., 2002). Como resultado del descenso en el tejido adiposo también disminuye la
expresion de la leptina. Block et al. (2001) demostraron que existe una gran similitud
entre el balance energético en el periparto y las curvas de la concentraciéon
plasmatica de leptina. Por el contrario, Kokkonen et al. (2005) asocian la baja
concentracion de esta hormona en los primeros dias de la lactacién con la grasa
corporal pero no con el balance energético estimado. El hallazgo de Block et al.
(2001) sugiere que la movilizacion del tejido adiposo es la responsable del descenso

de la leptinemia en las vacas que se aproximan al parto y la inhibicion de la
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expresién de esta hormona por parte del tejido adiposo podria ser una de las
razones de que sus niveles permanezcan bajos durante la lactacion. Este descenso
en los niveles plasmaticos de leptina se ve compensado con un incremento en la
cantidad de receptores a nivel hipotalamico (Adam et al., 2002; Sorensen et al.,
2002a; Kurose et al., 2005) y en tejidos periféricos, como el higado y el tejido
adiposo, (Thorn et al., 2008) como sistema de asegurar las prioridades fisioldgicas
(Chilliard et al., 2001).

Otra hipotesis se basa en que la regulacién de la expresion de la leptina esta
influenciada por la insulina y la hormona del crecimiento. El comienzo del balance
energético negativo esta asociado a una disminucion en la concentracion de insulina
y a un aumento en el plasma de la hormona del crecimiento (Block et al., 2001;
Accorsi et al., 2005). Esta idea sugiere que ambas hormonas podrian mediar,
también, en el efecto del balance energético sobre la concentracion plasmatica de
leptina. Asi, en roedores y humanos se ha visto que la insulina incrementa y la
hormona del crecimiento disminuye la concentracion plasmatica de leptina (Ahima et
al., 2000); también, Block et al., (2001) apreciaron este hecho en vacas en lactacion.
Leury et al. (2003) administraron estas dos hormonas a vacas entre las 5 a 2
semanas preparto y entre 1 a 5 semanas posparto, observando que la insulina
aumentaba la concentracion de la leptina incrementando la sintesis de tejido adiposo
en el preparto pero solo tenia efectos marginales en el posparto, mientras que la
hormona del crecimiento no tuvo ningin efecto directo sobre los niveles de esta
hormona. Los autores que concluyen que durante los primeros dias del posparto
otros factores, como el incremento de la respuesta del tejido adiposo a los estimulos
B-adrenérgicos podrian contribuir a la disminucién posparto de la leptina. Sauerwein
et al. (2004) realizaron su estudio en vacas gestantes de 10 semanas y no prefiadas
de 100 dias posparto y encontraron que solo la hormona del crecimiento redujo la
concentracion de leptina en los animales gestantes de 10 semanas. Thorn et al.
(2008) postulan que los cambios en los niveles de insulina podrian mediar en los
efectos estimuladores del balance energético sobre de los receptores de leptina en
los tejidos periféricos y el incremento de dichos receptores periféricos, durante el
balance energético negativo, podria ser un mecanismo de atenuar la accién central

de la leptina.
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Asi que, recapitulando estas corrientes, podriamos concluir que la disminucion en la
concentracién plasmatica de la leptina en los momentos peripartales es debida a distintos

mecanismos (Parola et al., 2007):

La movilizacion del tejido adiposo.

- El descenso en la expresion de esta hormona en las células adiposas.

La bajada en la concentracion plasmatica de la insulina.

El balance energético.

La ingestién de alimento.

3.3.1.1.4. CORRELACION DE LA LEPTINA CON OTRAS HORMONAS Y LA CONDICION
CORPORAL.

La concentracién plasmatica de leptina ha sido correlacionada positivamente con la
condicién corporal y es un buen indicador del nivel de grasa corporal en el periparto de las
vacas lecheras (Meikle et al., 2004; Bradford et al., 2006; Cavestany et al., 2009). Wathes et
al. (2007) observaron que en las vacas primiparas esta correlacion sucede entre las
semanas 2 y 7 posparto, en las vacas multiparas antes del parto, y en ambos grupos los
cambios en la pérdida de condicién corporal que ocurren entre la semana 1 preparto y la 7
posparto. Asi, Ehrhardt et al. (2000) sugieren que el estado de condicién corporal en las
ultimas fases de gestacion explicaria el 37% de la variacion de la concentracion plasmatica
de leptina. Garnsworthy et al. (2008) estudiaron la leptinemia en vacas entre los 40 y 70 dias
posparto alimentadas con cinco tipos diferentes de racion isoenergética, a las cuales sélo se
les modificaba la concentracién de grasa y almidon. Observaron que al no haber
modificaciones en la condicion corporal ni en la ingestion de materia seca tampoco las hubo
en la concentracion plasmatica de leptina. Aunque al estudiar cada animal individualmente,
si que existe una relacion entre la leptina y la ingestion de materia seca (r = -0,44), por lo que
este hallazgo es consistente con el papel de la leptina en la regulacion de ingestién de

alimentos.

Por el contrario, Holtenius et al. (2003) y Chagas et al. (2006) no observaron cambios en la
concentracion plasmatica de leptina asociados a la condicion corporal o a la alimentacién en
el preparto. Chagas et al. (2006) sugieren que las vacas que poseen una baja condicion

corporal y que tienen una deposicidon grasa mas significativa en los depdsitos grasos internos
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y no en los depdsitos grasos subcutaneos, la concentracion de esta hormona no se

correlaciona con la condicién corporal.

Las concentraciones de leptina en el preparto se incrementan con los tratamientos de
glucosa, insulina y lipidos (Block et al., 2003; Chelikani et al., 2003a). La accion de la
glucosa sobre la leptina no tendria que ver con un efecto directo sobre los adipocitos, sino
mas bien con acciones indirectas o a través de los acidos volatiles (Kadokawa y Martin,
2006b).

Se ha observado que la concentracion posparto de IGF-l esta mas fuertemente
correlacionada con la leptina circulante que con la insulina (Chekilani et al., 2004) y también
existe una relacion positiva con la frecuencia pulsatil de LH (Diskin et al., 2003; Kadokawa et
al., 2006a). Por ultimo, se ha comprobado una correlacién positiva entre la leptina y la B-
lactoglobulina ambas en plasma y en el suero (Parola et al., 2007) y esta hormona in vitro,
también, regula el efecto de la prolactina sobre la glandula mamaria (Feuermann et al.,
2008).

3.3.2. INSULINA.

La insulina es una hormona con una gran importancia en el control homeostatico del
metabolismo energético. Asi, los dafios en la regulacion de esta hormona sobre el
metabolismo energético son considerados como “una puerta de entrada” para las distintas
enfermedades metabdlicas (Holtenius y Holtenius, 2007). Durante el periodo del posparto,
esta hormona sirve para predecir el estado metabdlico y nutricional de las vacas lecheras
(Cavestany et al., 2009). Esta correlacionada de forma positiva con la energia ingerida
(Chillard, 1999), aunque el efecto de diversos tipos de piensos sobre los niveles plasmaticos
de insulina puede ser diferente (Rabelo et al., 2001; Robinson et al., 2002). Durante el
periodo de transicidn, entre el preparto y el posparto, la secreciéon pancreatica de insulina y
la sensibilidad de los tejidos insulino-dependientes estan disminuidas como parte de la

adaptacion al estado fisioldgico de la lactacion (Bell y Bauman, 1997).

Esta hormona, como ya hemos visto, es clave en la regulacion del reparto de los nutrientes
desde los tejidos corporales hacia la produccién de leche en el periodo de transicion de la
gestacion hacia la lactacion (Laarveld et al., 1981). En el posparto, las vacas de alta
produccion, necesitan altas concentraciones de lactosa, por lo que esta situaciéon conlleva a

un descenso en la concentracion de glucosa e insulina (Van Knegsel et al., 2005). Las bajas
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concentraciones de esta hormona reducen la captacion de glucosa por parte del musculo y
del tejido adiposo y facilitan el incremento en la captacién de glucosa por parte de la
glandula mamaria, Esto se debe a la ausencia de la isoforma ndmero cuatro, la que se
encarga del transporte de glucosa dependiente de insulina en las células del epitelio de la

glandula mamaria (Bauman y Elliot, 1983; Drackley et al., 2006).

El ganado vacuno lechero ha sido seleccionado para que exista una regulacion en el
fraccionamiento y ubicacion de las reservas energéticas que soporte la produccion lactea.
Este hecho sucede a través de un mecanismo conocido como homeorhesis (Bauman, 2010),
en el cual los mecanismos homeostaticos son parcialmente minimizados y temporalmente
anulados, incluyendo un periodo fisiologico de insulino resistencia (Leblanc, 2010). Esta fase
de insulino resistencia se define como una condicion, en la cual para lograr repuestas
metabodlicas normales son necesarias concentraciones mas elevadas de lo normal de
insulina (Kahn, 1978). Esta etapa podria verse exacerbada por una excesiva movilizacién de
lipidos con el consiguiente aumento plasmatico en los niveles de los acidos grasos libres no
esterificados y cuerpos cetdnicos, ambos en animales no gestantes, no lactantes (Oikawa y
Oetzel., 2006; Pires et al., 2007) y en vacas en lactacién (Bossaert et al., 2008). Sin
embargo, esta situacién no ha sido observada en vacas lecheras durante las primeras
semanas de la lactacion, en las cuales sufrieron pequefas elevaciones en los niveles de los

acidos grasos libres y de betahidroxibutirato (Kerestes et al., 2009).

Los niveles de insulina son mas altos en los animales que presentan un balance energético
positivo (Lucy, 2003), y por el contrario aquellos que reciben una alimentacion deficitaria
pueden tener unos niveles mas bajos (O’Callaghan y Boland, 1999). Van Knegsel et al.
(2007) encontraron que los animales que recibian una dieta glucogénica, comparada con los
que se alimentaban con una dieta lipogénica, tenian una concentracién mas alta de insulina;
y, por lo tanto, debido a los efectos anabdlicos de esta elevacion, el balance energético en el
posparto fue menos negativo en estos animales. En esta linea se encuentran los resultados
de VandeHaar y St-Pierre, (2006) quienes observaron que la concentracion de insulina se
eleva en las dietas ricas en cereales. También Cavestany et al. (2009), en vacas en
condiciones de pastoreo suplementadas 21 dias antes de la fecha del parto con maiz,
hallaron que los niveles de insulina en el posparto eran mayores que los del grupo control.
Ademas, debido a este cereal se incrementd la produccién de propionato, este hecho ayudé

a que se elevaran los niveles de esta hormona (Brockman y Laarveld, 1986).
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Cabe destacar el estudio de Chan et al. (2005), en el cual midieron la concentracién de la
insulina en la segunda y sexta semana posparto en vacas primiparas y multiparas en
lactacion, en tres dietas con diferente DCAD (+200, +350 y +500. mEq/kg MS). Al comparar
la concentracion de insulina observaron que la concentracion media de las tres dietas fue
significativamente mas baja en la segunda semana (8,4 ulU/ml) que en la sexta (11,8
plU/ml). Los autores concluyen que probablemente el balance energético de estos animales

fue mas negativo en la segunda semana posparto.

Dependiendo del numero de parto la concentracion de insulina tiene diferentes
connotaciones. Asi en las vacas primiparas esta hormona no tiene tanta implicacién en la
produccion lechera, mientras que en las vacas multiparas estos dos parametros estan
correlacionados negativamente (Wathes et al., 2007). Se ha demostrado que la insulina
podria jugar un papel fundamental en el desarrollo folicular, porque en condiciones de
restriccion alimentaria o desnutricion al descender su concentracién disminuye la
sensibilidad del ovario a las gonadotropinas permitiendo un decrecimiento folicular (Lucy,
2008). También esta hormona, en recientes investigaciones (Turck y Leonhard-Marek.,
2010), se ha visto que al aumentar su concentracion extracelular dentro de limites
patofisiolégicos podria afectar a la contraccibn muscular del abomaso, mediante un
incremento en la actividad de la Na/K ATPasa o incrementando la conductividad del K™ o
bien combinando ambos mecanismos, favoreciendo la patologia del desplazamiento de

abomaso.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. MATERIAL VIVO EXPERIMENTAL.

Para realizar el presente estudio hemos seleccionado un grupo de vacas de raza Holstein,
en una explotacion lechera comercial de la provincia de Lugo, localizada en Vilamaior de
Negral, Guntin. Dicha explotacién cuenta en la actualidad con 296 vacas adultas y 83
novillas de reposicidén. La produccion de leche normalizada a 305 dias de lactacion ha

superado los 10.000 kg en los ultimos tres afios.

Las vacas que hemos empleado en este trabajo eran multiparas, con un promedio de 2
partos, edad media de 4 afios y 8 meses, no tenian antecedentes de hipocalcemia y se
encontraban secas y gestantes. A todos los animales se les realizdé una exploracion clinica y
un estudio bioquimico y analisis urinario basico, y una vez que se consideraron clinicamente
sanos se dividieron aleatoriamente en dos lotes. Un grupo control de 20 animales y otro
grupo con dieta anionica de 30 animales, que por razones relacionadas con el éxito y
duracioén de la gestacion se vieron reducidos al final del estudio a 7 ejemplares en el grupo
control y 10 en el grupo que consumia dieta anionica. El manejo de los lotes fue el mismo y
ambos grupos permanecieron en régimen semiextensivo, en una estabulacion libre con
cubiculos, con libre acceso a la comida y al agua. La fase experimental se realizé durante los
afos 2004 y 2005 en base a la normativa vigente en aquel momento (Real Decreto
223/1988, del 14 de marzo y RD 1201/2005, del 10 de octubre).

4.2. ALIMENTACION EXPERIMENTAL.

Las vacas consumieron la raciéon experimental correspondiente a su grupo, desde el dia 21
preparto hasta el dia del parto y la misma racién de lactacion en ambos grupos después del
parto. El alimento se administré6 en la cantidad suficiente para asegurar el consumo “ad
libitum” de los animales y garantizar un 5 % de residuos de la cantidad original ofertada. Los
ingredientes de la dieta se adicionaban a un carro mezclador y se ofrecian una vez al dia

como una racion completa totalmente homogénea entorno a las 11 horas. Los restos de
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comida del dia anterior se eliminaron por completo en la mafiana siguiente antes de
suministrar la nueva racion.

Los ingredientes y la composicion quimica de las tres dietas experimentales aparecen

recogidos en las tablas 9 y 10:

INGREDIENTES ANIONICA (%) CONTROL (%) LACTACION (%)
Heno de ray-grass 34,90 35,29

Silo de maiz 29,09 29,41 45,10

Silo de hierba 29,09 29,41 35,29
Concentrado (harina) 5,82 5,88 19,61

Sales anidnicas 1,11

Tabla 9: Ingredientes utilizados en la formulacién de cada racion.

NUTRIENTE ANIONICA CONTROL LACTACION UNIDADES
Humedad 39,88 43,49 44,05 %
Cenizas 7,20 7,28 7,10 %
Proteina bruta 11,90 11,80 15,03 %
Fibra bruta 10,90 10,70 10,65 %
Grasa hidrdlisis acida 2,2 2,3 3,89 %
Fosforo 0,3 0,3 0,37 %
Sodio 1911 3856 4300 ppm
Potasio 6036 9418 10540 ppm
Calcio (Ca™® 5266 5155 6053 ppm
Magnesio 1870 1727 1902 ppm
16n Cloruro 4721 3079 2600 ppm
16n Nitrato 215 91 93 ppm
16n Nitrito 0 0 0 ppm
I16n Sulfato 719 788 1900 ppm
DCAD +59,65 +272,84 +264,99 mEqg/kg MS

Tabla 10: Composicién quimica de las tres dietas experimentales.
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La combinacién y tipo de las sales aniénicas empleadas las expresamos en la siguiente
tabla:

INGREDIENTES gr %

Cloruro aménico 100 52,63
Sulfato de magnesio 54 28,42
Cloruro calcico 36 18,95

Tabla 11: Combinacién y tipo de las sales anionicas.

Las tres raciones se formularon para cubrir la necesidades de vacas secas gestantes (NRC,
2001), excepto para el sodio, potasio, cloro, azufre y fésforo. Estos minerales cubrian o
excedian las necesidades de los animales dependiendo de la DCAD de cada racion (tabla
10).

La DCAD fue calculada utilizando la ecuacion DCAD = (Na* + K*) - (CI' + S) mEq/kg MS
(DeGroot, 2010).

En base a la DCAD, hemos designado a las tres dietas como sigue:

Anionica: DCAD = +59,65 mEqg/kg MS. Para disminuir la DCAD se utilizé una
combinaciéon de cloruro amoénico, sulfato de magnesio y cloruro calcico con la

intencion de reducir la posible toxicidad y mala palatabilidad de las sales.

Control: DCAD = +272,84 mEqg/kg MS. Incluye forrajes que se emplean de rutina en

la alimentacién de vacas secas en nuestra zona de trabajo.

Lactacion: DCAD = +264,99 mEqg/kg MS. Incluye forrajes que se emplean de rutina

en la alimentacion de vacas en lactacién en nuestra zona de trabajo.

4.3. PROTOCOLO DE RECOGIDA DE MUESTRAS.

Desde el dia 21 preparto hasta el dia del parto las muestras fueron recogidas cada tres dias.
Debido a la dificultad de predecir con exactitud la fecha del parto y para facilitar el analisis
estadistico de los datos, las muestras de sangre, recogidas en este periodo anterior al parto,
pueden presentar variaciones de +/- 24 horas, asignando como dia definitivo de muestreo la

fecha que mayor numero de muestras agrupaba, tal como figura en la tabla 12.
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Posteriormente, hicimos el muestreo el dia del parto, a las 24 horas, a las 48 horas, a los 7

dias y asi consecutivamente cada 7 dias hasta el dia 28 posparto.

En todas las extracciones, y con el fin de evitar interferencias derivadas de la posible
existencia de ritmos circadianos en alguno de los parédmetros objeto de estudio,
estandarizamos la toma de muestras de manera que todas las obtuvimos, aproximadamente
a la misma hora, entre las 8 y las 10 de la mafana, antes de recibir la racién del dia.
Ademas, el hecho de que la toma de muestras fuese realizada antes de consumir el alimento
elimin6 la posibilidad de cambios en el estado acido-base relacionados con la ingesta

reciente de alimento (Van Mosel et al., 1993).

En la tabla 12, se resume el protocolo de toma de muestras y los andlisis realizados.

Estado Minerales Leptina e
Analisis Hematologia PTH
acido-base sanguineos insulina
-21d X X X X X
-17d X X X X X
-14d X X X X X
-12d X X X X X
-10d X X X X X
-5d X X X X X
-3d X X X X X
Parto X X X X X
+1d X X X X X
+2d X X X X X
+7d X X X X X
+14d X X X X X
+21d X X X X X
+28d X X X X X

Tabla 12: Disefio de la recogida de muestras.
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4.3.1. GASOMETRIA, SEROLOGIA, HEMATOLOGIA, MEDICION DE HORMONAS

Y RECOGIDA DE ORINA.

MUESTRAS DE SANGRE.

La sangre fue extraida en triple muestra de la vena yugular:

ES

La primera utilizando jeringuillas previamente heparinizadas (heparina de litio
balanceada con calcio 80 Ul, Preset™, BD Diagnostics, Plymouth, Reino Unido) e
intentamos evitar en todo momento la formacion de burbujas de aire. Después de la
extraccion, sellamos las jeringuillas inmediatamente para evitar el intercambio con el

medio externo, de forma inmediata procedimos a su analisis en el gasémetro.

A la segunda con la ayuda de un “vacutainer” y mediante tubos al vacio (Venoject®,
Terumo, Bélgica). El suero se obtuvo después de permanecer 30 minutos en reposo
y tras la centrifugacion a 3.000 rpm (1.520 g) durante 10 minutos. Seguidamente,
depositamos varias alicuotas de 1 cm® de suero en tubos Eppendorf, que se
mantuvieron almacenados a una temperatura entre -20 y -30°C hasta el momento de

realizar las diferentes pruebas.

La tercera muestra se destind para la obtencion del plasma, la sangre heparinizada
se conservd a 4°C hasta su posterior centrifugacion en el laboratorio, la cual se
realizé a 3.000 rpm (1.520 g) y a 4°C durante 20 minutos. Posteriormente, como en
el caso del suero, guardamos una alicuota de 1 cm® de plasma en tubos Eppendorf,
que se identificaron debidamente y se mantuvieron almacenados a una temperatura
entre -20 y -30°C hasta el momento de realizar las diferentes determinaciones
laboratoriales.

MUESTRAS DE ORINA.

La recogida de orina se realizd mediante cateterismo vesical empleando una sonda

comercial adecuada para vacas o por miccion espontanea, recogiendo en ambos casos la

orina en un recipiente comercial aséptico. Inmediatamente después se realiz6 el analisis de

orina rutinario mediante tira reactiva y pHmetro empleando los reactivos métodos y equipos

que se detallaran en el apartado correspondiente.
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4.4. PARAMETROS MEDIDOS Y METODOLOGIA EMPLEADA.

4.41. PARAMETROS PARA VALORAR EL EsTADO Acipo-BAsico
SANGUINEO.

Los niveles de pH, presion parcial de anhidrido carbénico (pCO,) y bicarbonato (HCO3)
fueron medidos empleando el analizador portatil i-STAT® (Sensor Devices, Waukesha,
EEUU). La efectividad y precision de este equipo ha sido evaluada de forma positiva para su

aplicacién en medicina veterinaria (Figueiredo et al., 2006)

El sistema i-STAT® esta constituido por un analizador portatil y diferentes sensores que estan
incluidos en cartuchos, junto a componentes microfluidicos y la solucién de calibrado
correspondiente. De los multiples cartuchos disponibles en el mercado, para nuestro trabajo
seleccionamos el i-STATE8® que dispone de los elementos necesarios para la cuantificacion
de todos los parametros citados anteriormente en sangre entera heparinizada. Ademas, este

cartucho mide las concentraciones de sodio (Na*), potasio (K*) y calcio idnico (Ca®).

Previamente a la realizacién del andlisis de cada muestra, se corrigié la temperatura en la
memoria del equipo de los 37°C, a la que esta estandarizado, a la temperatura rectal de

cada animal, con el propdsito de corregir los valores de las presiones parciales de los gases.

4.4.1.1 PARAMETROS MEDIDOS (PH, PCO5).

El analizador midi6é los niveles de estos dos pardmetros por potenciometria directa. El
principio de esta técnica se basa en la cuantificacién de la diferencia de potencial en un
circuito entre un electrodo de medida y uno de referencia. El sistema de medida es calibrado
con la introduccion de una solucién con niveles conocidos de cada parametro. En el
cartucho, utilizado en nuestro estudio, dicha solucién tenia un pH de 7,43 y una pCO, de 30

mmHg.

4.4.1.2. PARAMETROS CALCULADOS (HCO3).

A partir de los valores del pH y pCO,, el analizador calcula la concentraciéon de bicarbonato

empleando la siguiente ecuacion:

log HCO3; = pH + log pCO, - 7,608
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4.4.2. PARAMETROS MEDIDOS Y METODOLOGIA EMPLEADA PARA VALORAR
EL ESTADO AcIDO-BASICO EN ORINA.

4.4.2.1. PH URINARIO.

El pH urinario se midi6é inmediatamente tras la extraccion de orina mediante el empleo de un
pHmetro (micropH 2001, Crison®, Barcelona, Espafia), las calibraciones del mismo se
hicieron siguiendo rigurosamente las recomendaciones del fabricante. El valor de pH
empleado en nuestro estudio fue la media aritmética de tres mediciones consecutivas. Con
la misma muestra también se midi6 el pH utilizando una tira de orina (Combur-Test®, Roche

Diagnostics, Suiza) que es el método que esta mas accesible en las condiciones de campo.

4.4.3. MINERALES E IONES SANGUINEOS ESTUDIADOS.

4.4.3.1. Sobio, PoTAsIO Y CALcIO IONICO.

Las concentraciones sanguineas de estos tres electrolitos se midieron por potenciometria
electrédica ionoselectiva en sangre venosa. Para ello, de nuevo se seleccioné el sistema i-
STAT® (Sensor Devices, Waukesha, EEUU) y el cartucho i-STAT 8" (Sensor Devices,
Waukesha, EEUU). Al igual que para la determinacién de pH y pCO2, el principio de esta
técnica se basa en la cuantificacion de la diferencia de potencial en un circuito, entre un
electrodo de medida y otro de referencia generada al interactuar el electrolito con su
electrodo especifico. En este caso, la solucién de calibrado contenia 140 mEg/L de sodio, 4
mEq/L de potasio y 5 mg/dl de calcio iénico. El equipo aplica la ecuacién de Nernts para
relacionar el potencial generado por el electrolito con su concentracion. El empleo del
analisis de muestras no diluidas (métodos directos) es un método seguro y preciso para

determinar la concentracion de iones libres (Durst y Siggard-Anderson, 1994).

4.4.3.2. CLORO, CALCIO TOTAL, FOSFORO Y MAGNESIO.

Para el analisis de la concentracion plasmatica de estas muestras se empled un analizador

automatico de bioquimica liquida Falcor 350° (Biotecnica Instruments spA, Roma, Italia).

La determinacion de la concentracidon de iones cloruro se realizé mediante una técnica de
colorimetria basada en la reaccion del cloro de la muestra con una solucién que contiene

tiocianato mercurico (Falcorgent Cloruro®, A. Menarini diagnostics, Florencia, Italia).
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Para evaluar el calcio total en las muestras se empled un test colorimétrico basado en el uso
de cresolftaleina coplexona (CPC) (Falcorgent Calcium CPC®, A. Menarini diagnostics,

Florencia, ltalia).

El fésforo inorganico se analizd mediante un test colorimétrico en presencia de amonio
molibdato y en un medio acido (Falcogent Phosphorus®, A. Menarini diagnostics, Florencia,

Italia).

La concentraciéon de iones de magnesio se realiz6 mediante una técnica de colorimetria
basada en la reaccion del magnesio de la muestra con una solucién que contiene con azul
de xilidil en solucion alcalina (Falcorgent Magnesium®, A. Menarini Diagnostics, Florencia,

Italia).

44.4. OTROS PARAMETROS BloQuiMicOs: PROTEINAS TOTALES,
ALBUMINA, UREA Y CREATININA.

4.4.4.1. PROTEINAS TOTALES.

El método mas sencillo, y no por eso menos fiable, para el analisis de las proteinas totales
en suero es mediante un refractdmetro. En nuestro caso empleamos el Protein/Urine
Refractometer General tools® (General Tools & Instruments Co Lic. New Yor City EEUU). El
utilizado por nosotros nos permitid6 una rapida lectura de la concentracion de proteinas

totales en el suero expresada en gr/dl con una precisiéon de 0,2 gr/dl.

4.4.4.2. ALBUMINA.

La concentracion de albumina se determiné a partir de plasma. El método de determinacién
se basa en que la albumina plasmatica se combina con verde de bromocresol para formar un
complejo de color que se mide a 620 nm. La absorbancia a 620 nm es directamente

proporcional a la concentracion de albumina en la muestra.

Para desarrollar esta técnica empleamos el analizador automatico de bioquimica liquida
Falcor 350° (Biotecnica Instruments spA, Roma, ltalia). El reactivo empleado para la
realizacion de esta técnica fue el Falcorgent Albumin® (A. Menarini Diagnostics, Florencia,

Italia).
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4.4.4.3. GLOBULINAS.

La concentracion plasmatica de las globulinas fue calculada como la diferencia entre la

concentracion plasmatica de las proteinas totales y la concentracion de la albumina.
4.4.5. ANALISIS DE HORMONAS (PTH, LEPTINA E INSULINA).

4.4.51. PTH.

Siguiendo las directrices de Endres y Rude (1994), hemos seleccionado un test para
establecer las concentraciones de PTH intacta, ya que su medicion presenta una mayor
especificidad y sensibilidad que otras determinaciones que valoran regiones especificas de

esta hormona (Ej. C-terminal, N-terminal, regién central, etc.)

Para el andlisis de la PTH, hemos utilizado una muestra de suero, conservada en la
condiciones adecuadas y un ensayo secuencial inmunométrico quimioluminiscente en fase
sélida (IMMULITE/ IMMULITE 1000 PTH intacta® Siemens, Diagnostic Products
Corporation, California, EEUU). La sensibilidad fue de 3,0 pg/ml (0,3 pmol/L). Los

coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron de 6,3% y de 7,9% respectivamente.

4.4.5.2. LEPTINA.

La concentracion plasmatica de leptina se midié utilizando un kit de radioinmunoanalisis
(RIA) (Multispecies Leptin RIA kit®; Linco Research, St Louis, MO, EEUU). Como afirmaron
Delavaud et al. (2002) este kit comercial RIA multiespecies, a pesar de algunas limitaciones,
principalmente porque presenta una baja sensibilidad al anticuerpo en el menor rango de los
valores de leptina, es tan efectivo y exacto en la determinacién de los perfiles de leptina en la

especie bovina como un RIA especifico de rumiantes.

La sensitividad del ensayo fue de 0,37 + 0.01 ng/ml. Los coeficientes de variacién de intra e
inter-ensayo fueron de 4,2 y 8%, respectivamente. El paralelismo con las curvas estandar y
con la dilucién escalar del plasma bovino utilizadas para todos los ensayos no mostraron

ninguna diferencia significativa (Accorsi et al., 2005).

4.4.5.3. INSULINA.

El anadlisis de la insulina se llevé a cabo, a partir del reactivo Coat-a-Count Insulin®

(Diagnostic Products Corporation, California, EEUU)”, basado en un radioinmunoanalisis
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(RIA) de fase sdlida. Este “kit” de radioinmunoensayo, en el caso del bovino, ofrece un rango
de referencia de 7,0-20™ plU/mL. La sensibilidad fue de 1,2 plU/mL. Los coeficientes de

variacion intra e inter-ensayo fueron de 5,1% y de 7,1%, respectivamente.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

El tratamiento estadistico de los resultados se realizé mediante el programa estadistico

SPSS 18.0 para Windows con licencia para la Universidad de Santiago de Compostela.

Con el estudio estadistico tratamos acreditar la eficacia de la adicién de sales anibnicas en la
dieta para incrementar la calcemia en los momentos peripartales, comprobando el tiempo
minimo preciso de ingesta para que se produzca la reaccion efectiva del organismo sobre la
homeostasis calcica y observar, ademas, las variaciones de los otros parametros
relacionados con la variacién de las concentraciones séricas de calcio. Por otra parte,
queremos comprobar la eficacia del valor predictivo de algunos parametros sobre del estado

acido-basico y la calcemia.

En primer lugar determinamos los estadisticos descriptivos (media, desviacion tipica,
maximo y minimo), para cada grupo de estudio y para cada dia de muestreo.
Posteriormente, analizamos la existencia o no de diferencias estadisticamente significativas
entre los valores de los diferentes parametros estudiados en el grupo de vacas que
consumen dieta anidnica y las que consumen dieta control, con especial atencion al
momento en que se observen las diferencias respecto al inicio del consumo de las sales
aniénicas y del parto, mediante la prueba t de Student para muestras independientes,
después de comprobar que la variable posee una distribucién normal y de realizar la prueba

de Levene de igualdad de varianzas.

Realizamos, también, un analisis de correlacion bivariada para establecer la comparacion y
eficacia practica de las medidas del pH urinario en el campo mediante tira reactiva multiple y
mediante pHmetro. También estudiamos la existencia de correlaciones bivariadas entre el pH
urinario el pH en sangre, pCO2, HCOg, calcio y calcio idnico, pues seria muy interesante
poder contar con un analisis sencillo, rapido y econémico como es la determinacion del pH

urinario para seguir la evolucion de la calcemia.
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5. RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en la presente memoria de tesis doctoral los presentamos en este
apartado, ordenados y esquematizados en forma de tablas, donde recogemos los valores
medios, desviacion tipica y los valores maximos y minimos de los parametros analizados.
También hemos querido representar de forma grafica, para facilitar su consulta e
interpretaciéon posterior, la evolucion de las concentraciones de estos pardmetros, desde el
dia 21 de preparto hasta el 28 postparto, para cada uno de los grupos de animales. Ademas,

con el fin de facilitar su comprension los hemos organizado en los siguientes subapartados:
5.1. Efectos de la dieta en el estado acido-base.

5.2. Efectos de la dieta en los minerales séricos y la PTH.

5.3. Efecto de la dieta en otros parametros séricos de interés.

Tal como explicamos en el capitulo de material y métodos, debido a la dificultad de predecir
con exactitud el dia del parto y para facilitar el andlisis estadistico de los datos, las muestras
de sangre recogidas durante el periodo del preparto se agruparon, en razén del momento del
parto en los dias -3, -5, -10 -12, -14, -17 y -21 pudiendo presentar variaciones de +/- 24
horas. Los animales que llevaban mas de 22 dias consumiendo la dieta anidnica y aquellos
que adelantaron su parto respecto a la fecha inicialmente prevista fueron eliminados del

estudio.

5.1. EFECTOS DE LA DIETA EN EL ESTADO AcIDO-BASE.

En las tablas desde la 13 a la 20 evaluamos los principales parametros sanguineos
empleados para el analisis tradicional del equilibrio acido-base (pH, bicarbonato y pCO5) y el
pH urinario. También se incluyen graficas que muestran la evolucion en el tiempo de estos

parametros a lo largo del periodo de estudio (graficas 1 a 4).

El primer aspecto a destacar es la rapida respuesta del organismo a la adicion de las sales
anidnicas, que se puso de manifiesto en los primeros dias de administracion de la dieta. Asi,
tanto el pH en sangre venosa como el bicarbonato presentaron valores ligeramente inferiores

en el grupo de animales alimentados con la dieta aniénica durante todo el preparto. En el
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caso del pH en sangre venosa existe una tendencia hacia la significacion estadistica en el
dia -21 (p=0,051) y en dia del parto (dia 0, p=0,066) (grafica 1), y por otra parte el
bicarbonato presenta diferencias estadisticas en los dias -21, -14 (grafica 2). Aun durante el
posparto, una vez unificada la racién, se mantiene esta tendencia durante la primera semana
posparto en el caso del pH en sangre venosa, presentado el dia 7 diferencias significativas.
Con respecto a la concentracion de bicarbonato en el posparto cabe destacar que en ambos
grupos en el momento del parto y hasta el dia dos se produce un descenso en dichos
niveles. A partir del dia 7 en ambos grupos se incrementa la concentracién de bicarbonato,
igualdndose en el dia 28. Para este pardmetro observamos en el posparto diferencias
estadisticas los dias 7 y 14. En cuanto a la participacion del componente respiratorio del
equilibrio acido-base (pCO,), sefalar que aunque la tendencia general a lo largo de todo el
estudio es a encontrarnos valores ligeramente superiores en la dieta anionica, el dia -14
observamos significativamente un aumento en el grupo control. También el dia 1 detectamos
diferencias estadisticas pero en este caso el grupo anionico presenta un valor mas elevado
(grafica 3). Debemos sefialar que todos los parametros estudiados se mantuvieron siempre
en todos los animales dentro de los rangos fisiolégicos, aunque en algunas ocasiones

mostrasen valores en el limite fisiologico.

Referente al pH urinario, observamos un marcado descenso en el grupo que ingiri6 las sales
anionicas. Asi, mientras recibieron la dieta aniénica, el pH urinario se mantuvo
significativamente mas bajo que en el grupo control durante todo el periodo del preparto
hasta el dia -3 (grafica 4). En cuanto se alimentan con la misma dieta, los valores del pH
urinario, al cabo de unos pocos dias tienden a igualarse y s6lo detectamos diferencias
significativas en los dias 7 y 21. Cabe destacar que en ambos grupos se aprecia un

descenso en el momento del parto.

Dentro de este trabajo, ademas, estudiamos la correlacion entre el pH urinario medido con
peachimetro y el medido con tira de orina, con el fin de proporcionar informacion sobre la
eficacia de uno u otro método a la hora de realizar un control practico en las ganaderias. En
las tablas de correlacion bilateral entre ambos y la grafica correspondiente (tabla 21, grafica
5), para los valores de pH urinario de este proyecto, observamos una fuerte correlacion entre
ambos métodos. También hay que destacar que observamos una fuerte correlacion entre el
pH urinario medido con peachimetro y tira de orina con el pH sanguineo y calcio total (tabla

23). Sin embargo, con respecto al calcio iénico sélo observamos correlacion con el pH
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urinario medido con peachimetro. Por lo que para nuestro estudio los valores de pH urinario

descritos seran los reflejados por el peachimetro.
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5.1.1. PH SANGRE.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
-21 7 7,44 0,04 7,50 7,40
-17 7 7,38 0,08 7,46 7,27
-14 7 7,43 0,03 7.47 7,38
o -12 7 7,45 0,03 7,51 7,42
o -10 7 7,42 0,04 7,46 7,36
8 5 7 74 0,05 7,47 7,31
T -3 7 7,44 0,04 7,49 7,38
Parto 7 7,38 0,04 7,45 7,34
1 7 7,39 0,07 7,46 7,27
2 7 7,44 0,04 7,49 7,38
7 7 7,45 0,05 7,50 7,37
14 7 7,41 0,04 7,48 7,36
21 7 7,43 0,04 7,50 7,40
28 7 7,39 0,07 7,50 7,34
Valores medios 7 7,42 0,05 7,48 7,36

Tabla 13: Valores del pH de la sangre en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo Minimo
muestreo tipica
-21 10 7,39 0,05 7,46 7,32
-17 10 7,39 0,04 7,44 7,32
-14 10 7,41 0,05 7,47 7,33
-12 10 7,41 0,07 7,50 7,30
% -10 10 7,38 0,04 7,48 7,34
5 -5 10 7,41 0,04 7,45 7,35
T -3 10 7,41 0,06 7,50 7,30
& Pato 10 735 0,04 7,43 7,31
1 10 7,35 0,06 7,43 7,27
2 10 7,40 0,07 7,48 7,27
7 10 7,39 0,05 7,45 7,27
14 10 7,41 0,03 7,45 7,37
21 10 7,41 0,04 7,45 7,36
28 10 7,38 0,04 7,45 7,31
Valores medios 10 7,39 0,05 7,46 7,32

Tabla 14: Valores del pH de la sangre en la dieta aniénica segun el dia de muestreo.
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Grafica 1: Representacion del pH de la sangre respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (), dieta aniénica (e).
(**) (p<0,01). (*) (p<0,05).
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5.1.2. HCOs".

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo

muestreo tipica
21 7 2955 1,56 31,20 27,80
17 7 2851 2,23 31,90 25,60
-14 7 2996 1,25 32,00 28,50
3 12 7 2870 1,32 29,90 26,10
g -10 7 30,11 1,68 32,60 28,40
£ 5 7 2860 2,42 31,90 24,70
S 3 7 2897 1,43 30,50 26,70
L Parto 7 2677 2,15 30,60 23,70
1 7 2646 2,06 29,10 23,60
2 7 2746 4,38 31,30 19,00
7 7 31,69 0,66 32,50 30,50
14 7 3043 1,08 32,00 29,00
21 7 30,33 2,38 32,80 26,60
28 7 2834 2,22 31,20 25,10
Valores medios 7 28,99 1,92 31,39 26,09

Tabla 15: Valores del HCOj3 en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica

21 10 26,28 2,35 30,70 22,60

17 10 27,57 2,02 31,50 25,30

14 10 26,02 3,07 21,30 28,10

-y -12 10 27,85 2,21 30,60 23,60

A -10 10 28,98 1,76 32,00 25,50

£ 5 10 28,79 1,58 30,80 26,50

S 3 10 2847 2,09 32,00 24,10

L Parto 10 27,04 2,26 31,50 23,90

1 10 27,01 4,87 32,80 17,00

2 10 29,42 2,56 32,40 24,80

7 10 2945 1,74 31,50 26,80

14 10 2848 1,75 30,50 25,60

21 10 2844 2,09 30,60 23,50

28 10 28,68 3,98 32,00 18,50

Valores medios 10 28,03 2,45 30,73 23,99

Tabla 16: Valores del HCO3  en la dieta anidnica segun el dia de muestreo.
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Grafica 2: Representacion del HCO; (mEg/L) respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (e), dieta anidnica (e).
(**) (p<0,01). (*) (p<0,05).
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5.1.3. PCOz.
Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica

21 7 41,33 4,59 45,00 34,00

7 7 42,14 3,67 45,00 36,00

14 7 44,29 0,49 45,00 44,00

> 12 7 41,00 3,61 44,00 35,00
E -10 7 43,43 2,07 45,00 40,00
£ -5 7 42,57 2,64 45,00 37,00
o) -3 7 41,86 3,72 45,00 35,00
e Pato 7 4386 0,69 45,00 43,00
1 7 4057 3,31 44,00 36,00

2 7 4043 5,19 45,00 34,00

7 7 42,71 2,36 45,00 40,00

14 7 43,71 2,36 45,00 39,00

21 7 4314 2,27 45,00 39,00

28 7 41,7 2,22 45,00 39,00

Valores medios 7 42,34 2,80 44,86 37,93

Tabla 17: Valores del pCO; en la dieta control segln el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
-21 10 40,40 3,58 45,00 35,30
-17 10 42,88 2,47 45,80 39,40
-14 10 40,77 3,07 45,20 35,80
5 -12 10 41,83 4,15 45,50 36,00
JE: -10 10 43,65 1,79 45,00 38,90
g -5 10 43,34 2,12 45,00 38,80
5 -3 10 42,38 3,50 45,10 35,90
(E:’. Parto 10 42,60 2,91 45,60 38,00
1 10 43,63 2,08 45,40 39,00
2 10 42,97 2,90 45,00 35,80
7 10 44,40 0,82 45,70 43,00
14 10 43,66 1,69 45,40 39,80
21 10 43,17 1,90 45,00 40,20
28 10 43,27 2,82 45,00 36,30
Valores medios 10 42,78 2,56 45,26 38,01

Tabla 18: Valores del pCO;en la dieta aniénica segun el dia de muestreo.
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Grafica 3: Representacion de la pCO, (mmHg) respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (e), dieta

anidnica (). (**) (p<0,01). (*) (p<0,05).
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5.1.4. PH ORINA (PEACHIMETRO).

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 7 8,62 0,10 8,72 8,50
. 7 7 8,59 0,14 8,77 8,42
% 14 7 861 0,09 8,71 8,44
£ -12 7 8,60 0,10 8,82 8,49
S -10 7 8,65 0,10 8,85 8,56
8 5 7 863 0,11 8,81 8,45
® -3 7 8,46 0,16 8,68 8,20
£ Parto 7 770 0,61 8,30 6,52
g 1 7 8,15 0,87 8,92 6,34
o 2 7 8,17 1,08 8,76 5,75
7 7 8,54 0,10 8,66 8,40
14 7 8,28 0,26 8,57 7,77
21 7 8,52 0,15 8,77 8,30
28 7 8,38 0,16 8,53 8,07
Valores medios 7 8,42 0,29 8,71 7,87

Tabla 19: Valores del pH de la orina (peachimetro) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 10 8,02 0,29 8,51 7,65
- 17 10 8,01 0,35 8,45 7,37
% -14 10 8,11 0,14 8,40 7,93
E 12 10 8,22 0,29 8,58 7,53
S -10 10 8,26 0,20 8,65 7,84
§ -5 10 8,32 0,18 8,69 8,08
® -3 10 8,13 0,18 8,32 7,75
£ Pato 10 7,35 0,86 8,39 5,66
g 1 10 7,66 0,84 8,30 5,66
a 2 10 8,21 0,15 8,47 7,98
7 10 8,17 0,19 8,42 7,77
14 10 8,25 0,25 8,70 7,83
21 10 8,14 0,20 8,39 7,79
28 10 7,87 0,75 8,25 577
Valores medios 10 8,05 0,35 8,47 7,33

Tabla 20: Valores del pH de la orina (peachimetro) en la dieta anidnica segun el dia de muestreo.
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Grafica 4: Representacion del pH de la orina respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (), dieta anidnica (e).
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pH Orina pH Orina
(tira reactiva) (peachimetro)
Correlacion de Pearson 1 945"
pH Orina (tira reactiva)
Sig. (bilateral) ,000
Correlacion de Pearson ,945" 1
pH Orina (peachimetro)
Sig. (bilateral) ,000

Tabla 21: Correlacién bivariada entre resultados del pH en orina medidos mediante tira reactiva y

medidos con peachimetro (N= 232).

R? Lineal = 0,823

pH Orina (tira reactiva)

4,0 T T T
5,00 6,00 7,00 8,00 9,00

pH Orina (peachimetro)

Grafica 5: Representacion grafica de la relacion existente entre los valores de pH en orina medidos

por tira reactiva y por peachimetro. Observar la relacion lineal R? de 0,823.
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pH Orina pH Orina
(tira reactiva) (peachimetro) pH Sangre pCO, HCO;
Correlacion de . - "
pH Orina 1 ,945 ,238 ,077 ,232
Pearson
(tira reactiva) ) )
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,245 ,000
Correlacion de " - -
pH Orina ,945 1 ,246 ,050 ,202
Pearson
(peachimetro)
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,448 ,002
Correlacion de " - - .
,238 ,246 1 -,380 ,168
pH Sangre Pearson
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,010
Correlacion de = -
,077 ,050 -,380 1 ,445
pCO, Pearson
Sig. (bilateral) ,245 ,448 ,000 ,000
Correlacion de o o . -
; ,232 ,202 ,168 ,445 1
HCO; Pearson
Sig. (bilateral) ,000 ,002 ,010 ,000

Tabla 22: Correlaciones bivariadas entre pH de orina (medido con tira y peachimetro), pH en sangre, pCO, y HCO3;' N
= 232. ** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral). * La correlacion es significante al nivel 0,05

(bilateral).
pH Orina (tira pH Orina Ca iénico
reactiva) (peachimetro) pH Sangre mg/dL Ca mg/dL
Correlacion de o = "
pH Orina 1 ,907 ,329 ,104 ,209
Pearson
(tira reactiva) ) )
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,115 ,001
Correlacion de - - . -
pH Orina ,907 1 ,381 ,145 217
Pearson
(peachimetro)
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,028 ,001
Correlacion de - -
,329 ,381 1 ,029 ,065
pH Sangre Pearson
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,658 ,326
L Correlacion de R -
Caiénico ,104 ,145 ,029 1 433
Pearson
mg/dL
Sig. (bilateral) ,115 ,028 ,658 ,000
Correlacion de - o -
,209 217 ,065 ,433 1
Ca mg/dL Pearson
Sig. (bilateral) ,001 ,001 ,326 ,000

Tabla 23: Correlaciones bivariadas entre pH de orina (medido con tira y peachimetro), pH en sangre, calcio iénico y
calcio sérico. N=232. ** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral). * La correlacién es significante al nivel
0,05 (bilateral).
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5.2. EFECTOS DE LA DIETA EN LOS MINERALES SERICOS Y LA PTH.

En este apartado agrupamos los datos referentes a los efectos de la administracion de las

sales anidnicas en los minerales séricos y la PTH, dividiéndolos en tres grupos:
1. Sodio, potasio y cloro.
2. Calcio, calcio iénico, fésforo y magnesio.

3. Paratohormona.

5.2.1. SoDIO, POTASIO Y CLORO.

En el primer grupo de minerales séricos analizados observamos que a lo largo de todo
nuestro estudio la concentracién de sodio y de cloro fue casi siempre superior en el grupo
control y en el caso del sodio apreciamos que existe una tendencia hacia la significacion
estadistica en el dia 7 (p= 0,061), pero en ningun caso han existido diferencias estadisticas
para este mineral (grafica 6). Con respecto al cloro detectamos que presenta significacion
estadistica en los dias -17, -10, -5, -3, 1, 2, 7, 21 y 28 (grafica 8) Pero aun asi, lo mas
destacable para ambos electrolitos es el descenso brusco en su concentracién durante el
posparto, tanto para el grupo aniénico como para el grupo control, alcanzando niveles

inferiores a los del preparto.

En cuanto a la concentracién de potasio, podemos comprobar que a excepcién de dos dias
(-17 y +14), esta fue superior en el grupo de las vacas alimentadas con sales anionicas,
aunque solo observamos diferencias estadisticamente significativas en los dias 1, 7 y 28

entre ambos grupos (grafica 7).
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5.2.1.1. Sopio (NA").

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica

21 7 142,16 1,72 145,00 140,00

17 7 143,14 1,67 145,00 140,00

14 7 14357 3,15 148,00 139,00

) 12 7 144,71 1,49 147,00 143,00

S -10 7 144,00 1,82 147,00 142,00

£ 5 7 14457 2,29 147,00 140,00

-_g -3 7 14528 1,11 147,00 144,00

S Parto 7 146,75 0,97 148,00 146,00

1 7 144,85 2,96 150,00 141,00

2 7 143,14 3,02 146,00 139,00

7 7 142,17 2,11 146,00 139,00

14 7 140,17 1,34 142,00 139,00

21 7 138,28 2,36 141,00 135,00

28 7 138,42 1,90 142,00 137,00

Valores medios 7 142,94 1,99 145,79 140,29

Tabla 24: Valores del sodio (mEqg/L) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica

21 10 141,90 2,59 144,50 136,20

A7 10 142,18 1,50 145,30 140,32

14 10 142,14 2,60 146,80 139,08

) 12 10 142,62 2,50 146,20 140,09

S -10 10 142,86 2,97 146,70 137,40

£ 5 10 14553 2,85 150,60 140,80

2 -3 10 144,03 4,58 150,30 132,42

3 Parto 10 144,92 2,51 148,90 140,00

1 10 144,60 1,57 146,40 141,20

2 10 142,64 2,57 145,60 138,50

7 10 138,62 4,24 143,80 128,88

14 10 137,82 3,18 142,60 130,62

21 10 140,00 3,85 146,10 135,40

28 10 138,41 2,75 144,90 135,50

Valores medios 10 142,02 2,88 146,34 136,89

Tabla 25: Valores del sodio (mEg/L) en la dieta anidnica segun el dia de muestreo.
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Grafica 6: Representacion del sodio (mEg/L) respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (e), dieta anidnica (e).
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5.2.1.2. Potasio (K").

Dia de Desviacion
N Media Maximo Minimo
muestreo tipica
-21 7 4,00 0,40 4,50 3,60
-17 7 4,35 0,47 5,20 4,00
- -14 7 4,10 0,26 4,60 3,80
E‘ -12 7 4,11 0,30 4,40 3,60
g -10 7 4,21 0,23 4,50 3,90
o 5 7 4,18 0,29 4,60 3,80
8 3 7 405 0,29 4,30 344
Y Pato 7 467 0,26 4,90 4,20
1 7 4,38 0,25 4,70 4,10
2 7 4,20 0,43 4,90 3,50
7 7 3,85 0,25 4,10 3,40
14 7 4,36 0,45 5,20 3,90
21 7 4,11 0,29 4,60 3,60
28 7 3,94 0,28 4,30 3,55
Valores medios 7 4,18 0,32 4,63 3,74

Tabla 26: Valores del potasio (mEg/L) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo Minimo
muestreo tipica
-21 10 4,19 0,33 4,85 3,82
-17 10 4,12 0,14 4,28 3,80
-14 10 4,29 0,25 4,60 3,89
% 12 10 418 0,19 4,44 3,90
“EJ -10 10 4,24 0,33 5,16 3,89
‘6‘ -5 10 4,27 0,31 4,76 3,81
'g -3 10 4,25 0,36 5,05 3,68
E Parto 10 4,77 0,34 5,50 4,41
1 10 4,92 0,39 5,61 4,34
2 10 4,27 0,27 4,74 3,89
7 10 4,23 0,40 4,94 3,67
14 10 4,23 0,39 4,85 3,57
21 10 4,33 0,29 4,79 3,89
28 10 4,29 0,34 4,90 3,89
Valores medios 10 4,33 0,31 4,89 3,89

Tabla 27: Valores del potasio (mEg/L) en la dieta aniénica segun el dia de muestreo.
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Grafica 7: Representacion del potasio (mEg/L) respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (), dieta anionica (e).
(**) (p<0,01). (*) (p<0,05).
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5.2.1.3. CLORO (CL’).

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica

-21 7 106,00 4,04 112,00 101,00

-17 7 107,14 3,18 112,00 103,00

-14 7 105,50 4,85 111,00 97,50

-_ -12 7 106,72 5,42 112,00 98,60

E’ -10 7 107,57 3,04 113,00 103,00

§, -5 7 106,29 5,37 111,00 95,00

g -3 7 108,29 1,97 111,00 106,00

o Parto 7 109,00 4,00 114,00 102,00

1 7 109,57 2,57 113,00 105,00

2 7 106,30 6,33 113,00 98,30

7 7 103,86 2,41 106,00 101,00

14 7 103,02 3,35 107,00 97,20

21 7 103,09 4,29 109,00 96,00

28 7 101,87 2,24 106,00 99,10

Valores medios 7 106,02 3,79 110,71 100,19

Tabla 28: Valores del cloro (mEg/L) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica

21 10 102,25 4,05 109,00 95,60

-17 10 102,36 3,25 109,00 97,90

-14 10 102,02 4,21 108,00 94,30

5 12 10 102,53 3,36 108,00 98,60

E‘ -10 10 102,46 3,61 107,00 96,00

E 5 10 101,30 4,19 109,00 95,90

g -3 10 104,53 2,94 109,00 98,80

o Parto 10 105,60 4,27 113,00 101,00

1 10 102,95 4,15 111,00 97,00

2 10 100,75 4,40 109,00 96,00

7 10 97,95 3,42 105,00 94,00

14 10 99,12 4,04 107,00 93,60

21 10 98,04 3,68 104,00 94,00

28 10 97,59 3,03 103,00 95,00

Valores medios 10 101,39 3,76 107,93 96,26

Tabla 29: Valores del cloro (mEg/L) en la dieta aniénica segun el dia de muestreo.
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Grafica 8: Representacion del cloro (mEg/L) respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (e), dieta aniénica (e)

(**) (p<0,01). (*) (p<0,05).
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5.2.2. CALcilO ToOTAL, CALclO IONIcO, FOSFORO, MAGNESIO Y
PARATOHORMONA.

Para valorar la homeostasis calcica y sus variaciones, tanto a lo largo del periodo peripartal
estudiado, como en funcion de las caracteristicas de la racién suministrada, fijamos nuestra
atencion en los valores séricos del calcio, calcio ionico, fosforo, magnesio, y paratohormona
(tablas desde la 30 hasta la 39).

El comportamiento de la concentracion sanguinea de calcio y calcio idnico a lo largo de todo
el periodo experimental vari6 de manera semejante en ambos grupos. Asi, durante el
preparto y el parto, observamos una concentracion mas baja en la dieta aniénica y
apreciamos con respecto a la concentracion sanguinea de calcio diferencias
estadisticamente significativas en los dias -17, -14, -12 (grafica 9) En el calcio iénico
observamos que existen diferencias estadisticamente significativas en los dias -17, -14, -12,
-3 y el dia del parto. Sin embargo, en uno de los momentos de mayor demanda de este
mineral (24 y 48 horas postparto), se aprecia una mejoria en la calcemia del grupo anionico
con respecto al grupo control y, asi, los niveles de calcio iénico son mas elevados en el
grupo que consumia la dieta aniénica (grafica 10). Durante el resto del periodo experimental,
la concentracion de calcio de los animales que ingirieron sales anidnicas se mantuvo
ligeramente elevada hasta el final del estudio y con respecto al calcio idnico la concentracion
fue semejante en ambos grupos. Asi, solo apreciamos para el calcio total diferencias

estadisticamente significativas en el dia 21 y para el calcio i6nico en el dia 28.

La concentracion sanguinea de magnesio se mantuvo bastante estable a lo largo de todo el
periodo experimental observandose pequenas variaciones entre ambos grupos y en el dia 21
fueron significativamente mas altos en la dieta anionica (grafica 11). Sin embargo, debemos
sefalar la presencia de concentraciones mas elevadas de esta mineral durante el periparto,

en los animales del grupo que recibia dieta anidnica.

En nuestro trabajo la fosfatemia durante el preparto fue mas elevada en la dieta aniénica con
respecto a la dieta control hasta el dia -5. A partir de ese dia la concentracion sanguinea de
fésforo fue superior en el grupo control y, hasta practicamente el final del estudio, la
concentracion en ambos grupos no procedié a igualarse. Cabe destacar que en ambos

grupos se produjo una leve hipofosfatemia el dia del parto y hasta el dia 28 no se
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recuperaron los valores normales. Soélo observamos diferencias estadisticamente

significativas en el dia -14 (gréfica 12).

Los niveles de paratohormona (grafica 13) en ambos grupos se comportan de forma
semejante hasta el dia 1, aunque con valores superiores en el grupo aniénico, asi
apreciamos diferencias significativas en los dias -21, -17, -10, -5 y -3. La concentracion
maxima, para ambos grupos, se obtuvo el dia -17 y a partir de este dia, hasta el dia -10, los
valores van decreciendo. Durante los dias -10 y hasta el dia 1 la concentraciéon se mantiene
practicamente estable. En el posparto, la tendencia en ambos grupos es hacia valores
similares; asi, desde el dia 2 hasta el dia 14 la concentracion en el grupo aniénico disminuye
paulatinamente, mientras que en el grupo control se observa un ligero ascenso llegando a
obtener valores superiores a los de la dieta anionica en los dias 14 y 21. En el dia 28, la
concentracion de PTH es superior en el grupo anidnico que en el grupo control y
observamos diferencias significativas, aunque los valores detectados no llegan a alcanzar a
los del preparto ya que estos a lo largo de todo el estudio para ambos grupos siempre fueron

superiores.

129



Resultados

5.2.2.1. CALcIO TOTAL (CA).

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 7 11,48 0,33 12,03 11,15
17 7 11,21 0,39 11,75 10,57
=) -14 7 11,42 0,75 12,48 9,91
E’ -12 7 11,42 0,51 12,25 10,25
Y -10 7 10,92 0,43 11,49 10,06
2 5 7 10,80 0,41 11,36 10,31
% -3 7 11,15 1,03 13,25 10,17
-8 Parto 7 10,05 0,61 10,80 9,20
g 1 7 9,38 0,68 10,25 8,38
2 7 9,22 0,97 10,95 8,19
7 7 10,35 1,03 12,44 9,49
14 7 10,51 0,92 12,16 9,18
21 7 10,67 0,97 12,18 9,43
28 7 10,90 0,80 12,52 9,89
Valores medios 7 10,68 0,70 11,85 9,73

Tabla 30: Valores del calcio sérico (mg/dl) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 10 10,98 0,67 11,61 9,43
7 10 10,56 0,57 11,37 9,50
5 14 10 10,21 0,63 11,25 9,15
E’ 12 10 10,66 0,87 11,55 9,17
5 -10 10 10,39 0,68 11,31 9,13
2 5 10 10,31 0,75 11,18 9,03
b 3 10 10,34 0,82 11,32 8,68
2 Parto 10 973 1,53 13,39 8,36
g 1 10 10,05 1,28 11,85 8,22
2 10 944 0,64 10,99 8,86
7 10 10,31 0,79 11,67 9,27
14 10 11,48 1,14 13,79 9,57
21 10 11,59 0,56 12,14 10,15
28 10 11,38 0,71 12,51 9,81
Valores medios 10 10,53 0,83 11,85 9,17

Tabla 31: Valores del calcio sérico (mg/dl) en la dieta aniénica segun el dia de muestreo.
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Grafica 9: Representacion del calcio sérico (mg/dl) respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (e), dieta aniénica

(2)- (**) (p<0,01). (*) (p<0,05).
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5.2.2.2. CALclIO I6NICO (CA*?).

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 7 4,69 0,33 5,09 4,09
17 7 4,74 0,23 5,17 4,53
£ -14 7 4,86 0,12 5,09 4,69
E’ 12 7 4,94 0,11 5,05 473
5 -10 7 4,62 0,35 4,85 3,85
g -5 7 458 0,69 517 3,09
e -3 7 472 0,19 4,97 4,45
2 Pato 7 484 0,34 5,25 4,25
g 1 7 3,98 0,53 4,57 3,21
2 7 3,72 0,57 4,49 2,85
7 7 4,31 0,21 4,57 3,93
14 7 4,53 0,17 4,85 4,29
21 7 4,46 0,08 4,61 4,37
28 7 3,88 0,33 4,29 3,53
Valores medios 7 4,49 0,30 4,86 3,99

Tabla 32: Valores del calcio i6nico (mg/dl) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 0 4,50 0,17 4,72 T
17 10 430 0,26 4,49 3,81
=) 14 10 388 0,40 4,42 3,52
E’ 12 10 4,22 0,45 4,66 3,52
5 -10 10 4,21 0,45 4,86 3,63
2 5 10 4,08 0,42 4,56 3,60
S -3 10 3,93 0,46 4,66 3,14
2 Parto 10 428 0,48 514 3,67
8 1 10 413 0,46 5,14 3,58
2 10 3,89 0,23 4,16 3,48
7 10 4,34 0,17 4,64 4,08
14 10 4,55 0,17 4,86 4,31
21 10 4,50 0,17 4,80 4,27
28 10 4,39 0,31 4,78 3,60
Valores medios 10 4,23 0,33 4,71 3,74

Tabla 33: Valores del calcio i6nico (mg/dl) en la dieta anidnica segun el dia de muestreo.
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5.2.2.3. MAGNESIO (MG*?).

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 7 2,55 0,28 2,82 2,13
7 7 2,61 0,16 2,86 2,38
. 14 7 2,44 0,27 2,85 2,09
i;, 12 7 252 0,27 2,81 2,03
£ -10 7 2,52 0,25 3,00 2,18
) 5 7 2,55 0,32 3,10 2,09
9 3 7 249 0,34 3,21 211
> Parto 7 2,45 0,18 2,85 2,25
= 1 7 2,47 0,21 2,79 2,16
2 7 2,38 0,33 2,85 1,92
7 7 2,35 0,27 2,66 1,84
14 7 2,54 0,23 2,82 2,16
21 7 2,53 0,28 2,92 2,16
28 7 2,78 0,19 3,01 2,46
Valores medios 7 2,51 0,26 2,90 2,14

Tabla 34: Valores del magnesio (mg/dl) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
-21 10 2,53 0,17 2,74 2,27
17 10 2,56 0,15 2,78 2,24
. -14 10 2,43 0,21 2,83 2,19
% 12 10 254 0,18 2,83 2,33
£ -10 10 2,46 0,14 2,70 2,21
o -5 10 2,45 0,21 2,78 2,06
9 3 10 282 0,18 3,00 2,44
> Parto 10 2,65 0,29 3,15 2,26
= 1 10 2,63 0,24 3,01 2,35
2 10 2,50 0,18 2,81 2,28
7 10 2,34 0,25 2,72 2,00
14 10 2,58 0,17 3,02 2,38
21 10 2,81 0,16 3,09 2,56
28 10 2,70 0,12 2,92 2,40
Valores medios 10 2,56 0,19 2,89 2,28

Tabla 35: Valores del magnesio (mg/dl) en la dieta anidnica segun el dia de muestreo.
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Grafica 11: Representacion del magnesio (mg/dl) respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (e), dieta anidnica (e).
(**) (p<0,01). (*) (p<0,05).
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5.2.2.4. FOsFoRo (P).

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 7 5,61 1,09 7,30 4,32
17 7 5,60 0,73 6,26 4,46
14 7 5,67 1,14 6,91 3,92
S 12 7 582 1,39 7,58 4,25
g -10 7 576 1,30 7,22 3,73
° 5 7 559 0,56 6,49 484
S -3 7 6,53 0,50 7,17 5,68
“é Parto 7 5,05 1,37 6,65 3,37
1 7 4,67 0,66 5,73 3,78
2 7 4,79 1,33 7,21 3,32
7 7 5,17 0,77 6,08 4,23
14 7 5,42 1,12 6,67 3,76
21 7 5,09 0,69 6,30 4,21
28 7 5,79 0,58 6,58 5,08
Valores medios 7 5,47 0,95 6,73 4,21

Tabla 36: Valores del fésforo (mg/dl) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 10 6,58 0,83 7,60 4,92
17 10 6,62 1,32 7,50 3,41
14 10 6,78 0,63 7,61 5,88
f -12 10 665 0,57 7,62 5,84
g -10 10 6,13 1,08 7,11 3,31
o 5 10 568 0,59 6,34 4,63
S -3 10 563 1,13 7,54 3,33
"é Pato 10 4,56 1,03 6,24 3,40
1 10 4,34 0,88 5,85 3,26
2 10 441 0,99 6,82 3,43
7 10 452 0,87 5,97 3,38
14 10 4,93 0,76 6,26 4,00
21 10 553 0,52 6,59 4,95
28 10 570 0,74 6,75 4,89
Valores medios 10 5,58 0,85 6,84 4,19

Tabla 37: Valores del fésforo (mg/dl) en la dieta aniénica segun el dia de muestreo.
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Grafica 12: Representacion del fésforo (mg/dl) respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (e), dieta anidnica (e).

(**) (p<0,01). (*) (p<0,05).
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5.2.2.5. PARATOHORMONA (PTH).

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 7 27,05 16,43 46,80 6,00
_ 17 7 3504 25,52 74,70 3,40
E 14 7 2980 20,77 70,10 5,70
8 12 7 26,02 21,73 60,20 3,30
© -10 7 13,82 8,09 29,60 3,00
g -5 7 7,07 3,66 13,80 3,30
5 -3 7 12,94 6,30 22,30 7,00
S Pato 7 1314 6.79 21,90 3,90
< 1 7 9,58 5,32 19,40 3,50
o 2 7 12,72 13,56 41,00 3,70
7 7 1128 4,89 19,80 3,70
14 7 1872 15,10 41,00 4,30
21 7 19,81 11,06 40,20 6,20
28 7 1662 11,48 35,40 5,90
Valores medios 7 18,12 12,19 38,30 4,49

Tabla 38: Valores de la paratohormona (pg/ml) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 10 66,50 30,88 109,00 9,60
. 17 10 81,82 23,95 119,00 44,70
E -14 10 55,60 27,27 86,50 16,20
g -12 10 48,39 33,28 112,00 18,20
s -10 10 39,18 23,88 73,80 11,40
g -5 10 42,17 17,31 71,60 13,40
E -3 10 39,88 22,06 70,20 7,20
S Parto 10 39,05 26,02 87,70 6,30
g 1 10 4152 35,06 87,70 3,60
o 2 10 27,14 20,45 66,70 7,90
7 10 21,12 19,93 66,70 3,50
14 10 12,01 5,89 21,40 3,50
21 10 1529 6,04 23,20 6,90
28 10 34,03 18,68 63,50 6,90
Valores medios 10 40,26 22,19 75,64 11,38

Tabla 39: Valores de la paratohormona (pg/ml) en la dieta aniénica segun el dia de muestreo.
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Grafica 13: Representacién de la paratohormona (pg/ml) respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (e), dieta

aniénica (). (**) (p<0,01). (*) (p<0,05).
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5.3. EFEcTO DE LA DIETA EN OTROS PARAMETROS SERICOS DE
INTERES.

Resulta interesante el comportamiento de otros parametros para valorar adecuadamente
tanto la respuesta organica como el comportamiento metabdlico del organismo, ante la
variacion de los niveles de iones de la dieta y su repercusion en la homeostasis célcica. Por
este motivo, incluimos en nuestro estudio las proteinas totales, albumina, globulinas, insulina

y leptina (tablas desde 40 hasta la 49).

La concentracién de proteinas y las globulinas (graficas 14 y 16, respectivamente) se
mantuvieron para ambas dietas en valores similares y so6lo observamos diferencias
significativas para las proteinas totales en el dia -5. Por su parte la albumina permanecié con
valores superiores en el grupo control hasta el dia 2 posparto alcanzando significacion
estadistica en los dias -12 y -10. A partir del dia 7 el grupo aniénico obtuvo una mayor

concentracion (grafica 15).

La concentracion de insulina se mantuvo mas elevada en el grupo que recibio la dieta
anidénica hasta el dia 2 posparto y observamos diferencias significativas entre ambos grupos
en los dias -10 y 2. El resto del periodo las concentraciones se mantuvieron iguales (grafica
17).

Los valores de la concentracién sanguinea de leptina se mantuvieron practicamente iguales
en ambos grupos y solo detectamos diferencias estadisticamente significativas en el dia 1

(grafica18).
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5.3.1. PROTEINAS SERICAS.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 7 7.11 0,35 7,71 6,85
17 7 6,99 0,43 7,70 6,45
-14 7 6,84 0,40 7,43 6,46
S 12 7 740 0,39 7,81 6,55
> -10 7 6,76 0,45 7,24 6,11
4 -5 7 6,63 0,21 6,94 6,29
3 -3 7 6,84 0,64 8,11 6,14
g Pato 7 659 0,41 7.07 5,92
1 7 6,65 0,34 7,36 6,31
2 7 6,82 0,48 7,69 6,21
7 7 7,08 0,69 8,38 6,40
14 7 7,14 0,60 8,39 6,64
21 7 7,23 0,32 7,69 6,92
28 7 7,27 0,42 8,02 6,84
Valores medios 7 6,93 0,44 7,68 6,44

Tabla 40: Valores de las proteinas (gr/dl) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 10 6,94 0,40 7,62 6,38
17 10 6,80 0,29 7,26 6,32
14 10 6,93 0,67 8,53 6,28
5 12 10 7,03 0,70 8,42 6,23
> -10 10 6,60 0,34 6,97 6,01
4 5 10 6,29 0,30 6,75 5,82
5 3 10 658 0,48 7,54 5,86
E Parto 10 6,55 0,56 7,41 5,80
1 10 6,52 0,36 7,02 6,10
2 10 6,82 0,75 8,31 6,11
7 10 6,97 0,38 7,42 6,35
14 10 7,41 0,40 8,00 6,73
21 10 7,49 0,41 8,05 6,84
28 10 7,36 0,21 7,67 6,98
Valores medios 10 6,88 0,45 7,64 6,27

Tabla 41: Valores de las proteinas (gr/dl) en la dieta anidnica segun el dia de muestreo.
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5.3.2. ALBUMINA.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 7 3,61 0,13 3,74 3,37
17 7 3,62 0,17 3,90 3,36
-14 7 3,62 0,28 3,88 3,14
S 12 7 37 0.13 3,84 3,53
> -10 7 373 0,24 3,98 3,33
< -5 7 3,61 0,20 3,97 3,36
E -3 7 3,65 0,36 4,11 3,21
2 Parto 7 3,58 0,28 3,96 3,28
< 1 7 3,54 0,19 3,81 3,31
2 7 3,49 0,23 3,95 3,27
7 7 3,25 0,24 3,56 2,82
14 7 3,36 0,30 3,67 2,94
21 7 3,39 0,38 3,91 2,80
28 7 3,40 0,22 3,63 3,04
Valores medios 7 3,54 0,24 3,85 3,20

Tabla 42: Valores de la albumina (gr/dl) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
-21 10 3,55 0,11 3,70 3,33
-17 10 3,52 0,12 3,76 3,37
-14 10 3,53 0,11 3,73 3,35
5 -12 10 3,54 0,11 3,79 3,33
é -10 10 3,46 0,09 3,63 3,33
'E -5 10 3,43 0,08 3,55 3,27
g -3 10 3,53 0,12 3,76 3,33
2 Parto 10 3,48 0,16 3,76 3,27
< 1 10 3,47 0,16 3,70 3,22
2 10 3,43 0,20 3,89 3,25
7 10 3,46 0,17 3,78 3,28
14 10 3,53 0,27 4,13 3,09
21 10 3,53 0,09 3,66 3,36
28 10 3,55 0,14 3,77 3,36
Valores medios 10 3,50 0,13 3,74 3,30

Tabla 43: Valores de la albumina (gr/dl) en la dieta aniénica segun el dia de muestreo.
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Grafica 15: Representacion de la albumina (gr/dl) respecto al tiempo para las dos dietas. Dieta control (), dieta aniénica (e).
(**) (p<0,01). (*) (p<0,05).
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5.3.3. GLOBULINAS.

Diade N  Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 7 3,50 0,33 4,02 3,18
17 7 3,28 0,32 3,69 2,72
= -14 7 3,40 0,75 5,18 2,71
2 -12 7 3,48 0,74 5,09 2,69
2 -10 7 3,13 0,30 3,58 2,60
g 5 7 302 0,25 3,29 2,69
5 -3 7 3,19 0,49 4,00 2,66
S Pato 7 3,01 0,34 3,67 2,59
o 1 7 3,11 0,41 4,02 2,75
2 7 3,32 0,51 4,42 2,93
7 7 3,83 0,75 5,27 3,11
14 7 3,78 0,70 5,13 3,18
21 7 3,83 0,65 4,89 3,01
28 7 3,86 0,47 4,75 3,22
Valores medios 7 3,41 0,50 4,36 2,86

Tabla 44: Valores de las globulinas (gr/dl) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
-21 10 3,38 0,40 3,94 2,79
17 10 3,28 0,32 3,69 2,72
- -14 10 3,53 0,11 3,73 3,35
§ -12 10 3,48 0,74 5,09 2,69
% -10 10 3,13 0,30 3,58 2,60
b -5 10 2,85 0,27 3,40 2,43
5 -3 10 3,04 0,41 3,95 2,53
S Pato 10 3,07 0,52 4,0 2,44
© 1 10 3,05 0,37 3,80 2,61
2 10 3,38 0,80 4,97 2,65
7 10 3,50 0,48 4,14 2,69
14 10 3,40 0,75 518 2,71
21 10 3,96 0,42 4,51 3,30
28 10 3,80 0,25 4,09 3,21
Valores medios 10 3,35 0,44 4,15 2,77

Tabla 45: Valores de las globulinas (gr/dl) en la dieta aniénica segun el dia de muestreo.
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5.3.4. INSULINA.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 7 10,76 3,36 14,60 5,90
17 7 9,48 3,30 16,70 2,60
5 14 7 11,24 3,20 14,90 4,90
E 12 7 10,22 4,45 17,30 4,40
% -10 7 5,67 3,09 10,10 2,10
E 5 7 6,87 2,47 9,50 3,10
e -3 7 520 2,38 8,90 2,00
§ Parto 7 2,98 1,46 5,60 1,60
£ 1 7 2,36 0,85 3,20 1,10
2 7 2,46 0,73 3,40 1,30
7 7 4,67 1,63 7,50 2,80
14 7 4,67 2,03 7,50 2,40
21 7 4,54 1,79 7,90 3,30
28 7 3,54 1,12 5,20 2,20
Valores medios 7 6,05 2,28 9,45 2,84

Tabla 46: Valores de la insulina (mcUI/mL) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
21 10 11,74 411 16,80 5,10
17 10 12,63 3,00 16,40 8,30
5 14 10 12,21 2,10 15,90 8,90
£ 12 10 1145 3,28 16,60 7,00
2 -10 10 11,36 2,84 16,20 8,40
E -5 10 10,07 4,08 15,00 4,80
< -3 10 8,56 415 16,70 3,00
Ei Parto 10 554 3,61 14,00 1,50
£ 1 10 395 3,61 12,50 1,30
2 10 345 0,94 5,40 2,30
7 10 533 3,40 13,30 2,10
14 10 542 3,70 12,50 2,00
21 10 3,39 1,12 6,20 2,40
28 10 4,31 1,81 8,50 2,50
Valores medios 10 7,82 2,98 13,29 4,26

Tabla 47: Valores de la insulina (mcUIl/mL) en la dieta aniénica segun el dia de muestreo.
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5.3.5. LEPTINA.

Diade N Media Desviacion Maximo Minimo
muestreo tipica
-21 7 2,07 0,48 2,80 1,80
-17 7 2,12 0,73 3,00 1,30
-14 7 2,35 0,66 3,10 1,60
'E -12 7 2,03 0,71 2,90 1,00
E’: -10 7 1,97 0,62 2,80 1,30
: -5 7 1,77 0,58 2,40 1,10
-§ -3 7 1,96 1,15 3,30 1,30
§' Parto 7 2,13 0,51 2,70 1,70
1 7 3,05 0,23 3,30 2,80
2 7 2,85 1,48 3,90 1,80
7 7 2,35 0,87 3,50 1,40
14 7 2,20 0,79 3,40 1,30
21 7 2,41 0,74 3,40 1,40
28 7 1,76 0,60 2,40 1,20
Valores medios 7 2,22 0,73 3,06 1,50

Tabla 48: Valores de la leptina (ng/ml) en la dieta control segun el dia de muestreo.

Diade N Media Desviacion Maximo  Minimo
muestreo tipica
-21 10 2,85 0,96 3,90 1,60
-17 10 2,82 1,37 5,00 1,30
-14 10 2,32 1,40 5,20 1,00
T 12 10 255 1,26 4,80 1,50
\gﬁ -10 10 2,04 1,41 4,30 1,10
T‘; -5 10 2,35 1,32 4,40 1,00
-.% -3 10 3,00 0,52 3,60 2,60
§ Parto 10 2,45 0,82 3,10 1,30
1 10 2,07 0,50 2,70 1,50
2 10 1,96 0,91 3,20 1,10
7 10 2,22 1,04 3,40 1,00
14 10 2,40 1,18 3,70 1,20
21 10 2,18 1,19 3,90 1,00
28 10 1,90 0,98 3,50 1,00
Valores medios 10 2,37 1,06 3,91 1,30

Tabla 49: Valores de la leptina (ng/ml) en la dieta aniénica segun el dia de muestreo.
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6. DISCUSION.

Estructuraremos la discusién siguiendo un esquema similar al que hemos empleado en el

bloque de resultados con el fin de facilitar la comprension de este trabajo.

6.1. EFECTO DE LA DCAD EN EL EQUILIBRIO ACIDO-BASE.

De forma general, podemos sefialar que la suplementacion de la dieta con sales anidnicas
se acompafo, desde el inicio de su administracion hasta el posparto, de una reduccién del
pH sanguineo y urinario, disminucion leve de los niveles de bicarbonato séricos y ligero

incremento de la pCO,, valores indicativos de la presencia de una acidosis metabdlica leve.

En un analisis detallado de los diferentes parametros podemos destacar que el pH
sanguineo mostraba valores inferiores en el grupo con dieta aniénica, desde el inicio del
estudio hasta la primera semana posparto; manteniéndose nuestros resultados medios para
ambas dietas dentro de los rangos fisiolégicos de 7,27 y 7,50 (Swenson, 1993). Esto no es
sorprendente, si tenemos en cuenta que el mantenimiento de la homeostasis acido-base
tiene una prioridad fisiolégica mayor que la gestacion o lactacion (Fauchon et al., 1995). Sin
embargo, este cambio puede ser muy importante en la homeostasis calcica, en la que se ha
comprobado que pequefas disminuciones en el pH sanguineo tienen una gran influencia en

la reabsorcion 6sea de calcio (Arnett, 2007).

En concordancia con nuestras observaciones, la mayoria de los autores han publicado
valores de pH ligeramente inferiores en el grupo de animales alimentado con sales
anidnicas, aunque no llegaron a encontrar diferencias estadisticamente significativas en el
pH entre la dieta control y anionica (Vagnoni y Oetzel, 1998; Schonewille et al., 1999; Hu et
al., 2007a; Hersom et al.,, 2010; Grinberg et al.,, 2011). Tampoco en nuestro estudio
observamos diferencias significativas durante el periodo que los animales ingieren las dietas.
En este punto cabe recordar, que en el meta-analisis llevado a cabo por Charbonneau et al.
(2006), aunque no encontraron diferencias significativas al analizar los estudios de manera
individual, el meta-analisis demostré que la disminucién de la DCAD tenia un efecto negativo
significativo sobre el pH. La reduccion fue biolégicamente pequefia (-0,018 pH unidades, o -

0,25%) y dentro de los valores fisioldgicamente esperados de 7,35 a 7,45 (Constable, 1999).
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De los trabajos en los que se consiguié una disminucién significativa del pH podriamos citar
a Tucker et al., (1988b) quienes describieron descensos significativos en el pH cuando
afadian sales anidénicas, con una DCAD de -168 mEqg/kg de MS o -268 mEqg/kg de MS.
También en esta linea, Roche et al. (2005) observaron un descenso lineal en el pH, en vacas
en pastoreo, al disminuir la DCAD de +880 mEqg/kg de MS a +230 mEqg/kg de MS. Ambos
equipos de investigacion emplearon una cantidad de sales anidnicas mucho mas elevada
que la de nuestro trabajo. Recordemos que nuestra investigacion se ha realizado en
condiciones reales de una ganaderia de produccion lechera, por lo cual para evitar los
posibles efectos secundarios de la ingesta de estas sales administramos una dieta con una
DCAD positiva y sin llegar a efectuar un descenso tan acusado en la DCAD entre las dos

dietas.

Con respecto al pH sanguineo podemos observar que ya el primer dia tuvimos una bajada
del pH posiblemente debida al hecho de que algunos animales ya habian comenzado a
ingerir la dieta 1 dia antes del primer dia de la toma de muestras una vez corregidas las
fechas de muestreo teniendo en cuenta el dia del parto. Esta rapida respuesta fue descrita
por otros autores que administraron las sales anidnicas dos veces al dia en animales a los
que previamente se les practicé una fistula ruminal y, asi, pudieron comprobar que las sales
inducian cambios en el estado acido-base de los animales a las 24 horas de su
administracion (Goff y Horst, 1998; Fromer, 2004; Loffler, 2004; Roche et al., 2007). En los
animales que ingieren por si mismos dietas aniénicas se suele observar una acidosis
metabdlica compensada en menos de 4 6 5 dias (Goff, 2008). A pesar del rapido descenso
del pH en los primeros dias de nuestro experimento, al igual que en el trabajo de Gelfert et
al. (2007), cabe destacar la duracién limitada de este efecto ya que en el resto del periodo
de administracién de la dieta, los animales parecen compensar de forma completa los
cambios inducidos por las sales. Asi, apreciamos que al cabo de 16 dias de iniciar la
alimentacion con las sales anidnicas el pH en ambos grupos tiende a igualarse. Cabe
recordar que aproximadamente a los 9 dias las dietas con una baja DCAD mejoran la
absorcion de calcio (Roche et al.,, 2007). Por lo que en base a nuestras observaciones y
revisando el meta-analisis llevado a cabo por Lean et al. (2006), desde un punto de vista de
su efecto sobre la homeostasis acido-base seria recomendable el empleo de estas dietas
durante periodos mas cortos de tiempo ya que los cambios en el estado acido-base se
ponen de manifiesto en los primeros dias de la adicion de las sales pero parecen

compensarse también de forma rapida (menos de 15 dias).
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La concentracién de bicarbonato, al igual que sucede con el pH sanguineo, disminuye de
forma significativa en los primeros dias del estudio (-21 y -14) manteniéndose siempre dentro
de limites fisiolégicos en los dos grupos. Al igual que en nuestro estudio, la casi totalidad de
los trabajos revisados coinciden en que los animales, que ingieren una dieta con un elevado
contenido de cloro y/o azufre, tienen niveles séricos mas bajos de bicarbonato, confirmando
la acidosis metabdlica inducida por estas sales, aunque otros autores no han observado
diferencias estadisticas (Chan et al., 2006; Gelfert et al., 2007; Charbonneau et al., 2008;
Heron et al., 2009; Rérat et al, 2009).

Del mismo modo que en los parametros descritos con anterioridad, la concentracion de la
pCO, se mantuvo siempre dentro del rango fisiolégico y nuestros valores medios fueron

ligeramente superiores en la dieta anionica (42,78 frente a 42,34 mmHg).

Estos resultados sugieren la presencia de acidosis respiratoria en lugar de alcalosis que
seria la respuesta compensatoria esperada en animales con acidosis metabdlica. Esta
situacién paraddjica ha sido descrita en trabajos previos; asi, Charbonneau et al. (2009) en
su estudio observan el mismo valor de pCO, (43 mmHg) tanto para una dieta con una DCAD
de +232 mEq/kg de MS como para otra a la que se le afiaden sales aniénicas con una
DCAD de -32 mEqg/kg de MS y un valor mayor de pCO, (44 mmHg) a una tercera dieta con
forraje bajo en potasio y una DCAD de -21 mEqg/kg de MS. También Heron et al. (2009)
obtuvieron un mayor valor para la pCO, (39,9 vs 39,0 mmHg) en la dieta con una DCAD de

+41 mEq/kg de MS, que en el grupo con una DCAD mas alta de +141 mEq/kg de MS.

La explicacion mas aceptada a este hallazgo es que la acidosis metabdlica inducida por la
dieta es compensada completamente por mecanismos no respiratorios, por lo que no hay
diferencias en la concentracion de pCO, (Ross et al., 1994; Vagnoni y Oetzel, 1998; Roche
et al.,, 2003; Hu et al., 2007b; Charbonneau et al., 2008; Li et al., 2008; Wu et al., 2008;
Charbonneau et al., 2009; Hersom et al., 2010, Grinberg et al., 2011).

Sin lugar a dudas en relacién a la participacion o no de la respiracion en la compensacion de
la acidosis metabdlica provocada por las sales anidnicas, existen resultados claramente
contradictorios. Asi, diversos investigadores observan que al disminuir la DCAD la pCO,
decrece (Apper-Bossard et al., 2006; Charbonneau et al., 2008; Grinberg et al., 2011) y por
el contrario otros detectan un aumento de la pCO, al disminuir la DCAD (Charbonneau et al.,
2009; Heron et al., 2009). De nuevo en el meta-analisis de Charbonneau et al. (2006) se

encuentra, que al igual que en el caso del pH sanguineo, se detectan diferencias
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significativas que no se podian demostrar en trabajos individuales. Asi, se produce una
reduccion de -1,9 mmHg (-4,5%) en respuesta de una bajada de la DCAD de 300 mEq/kg,
aunque la concentracion de pCO, siempre se mantuvo dentro del rango fisiologico de 35 a
45 mmHg (Constable, 1999).

A esta discrepancia contribuye de forma importante el hecho de que, aunque para la
valoraciéon de la funcién pulmonar la utilizacién de sangre arterial es imprescindible, en
nuestro caso y en de la mayor parte de los trabajos citados, excepto Ross et al. (1994), la
determinacion de la pCO; se realiz6 en sangre venosa por lo que la exactitud de estos
resultados puede verse reducida. De todas formas, nuestras observaciones son
comparables a los resultados de estas otras investigaciones citadas y bien pueden
corroborar la explicacion logica del hallazgo paraddjico de valores similares o superiores en
las vacas consumiendo sales anidnicas como consecuencia de la compensacion por
mecanismos no respiratorios. Es muy posible, y tedricamente aceptado, que la primera
respuesta del organismo para compensar el descenso de pH sea respiratoria tal como
muestran los resultados del primer dia (-21) de nuestro estudio (ver grafica 1), pero,
posteriormente, la respuesta del organismo (renal, O&sea, etc.) consigue adaptar
perfectamente el organismo a la nueva situacidon, manteniendo su homeostasis interna con
garantias, incluso prescindiendo del mecanismo respiratorio, que si bien se comporta con

eficacia en situaciones de urgencia no deja de ser mas efimero.

A modo de resumen, podemos concluir que en nuestro estudio la acidosis provocada por la
ingestion de las sales anidnicas no tuvo la entidad suficiente para generar una respuesta
activa del componente respiratorio, al menos después de las primeras horas, y simplemente
la compensacion renal fue capaz de amortiguar dicha acidosis. También, Bender et al.
(2003) y Gelfert et al. (2004) utilizando dietas con una DCAD positiva y sales anidnicas, en

condiciones de campo, encontraron una acidosis metabdlica completamente compensada.

Cabe citar que en la explotacion comercial en la que realizamos nuestro estudio una de las
patologias posparto mas frecuentes es la cetosis subclinica, por lo que la variacién
observada en el posparto tanto para el pH sanguineo, bicarbonato y pH urinario pudo ser

debida a que algun animal del grupo anidénico padecié esta enfermedad metabdlica.

El otro indicador para valorar el estado acido-base es el pH urinario (Jardon, 1995; Goff et al,
2004). El pH urinario de las vacas lecheras alimentadas con dietas catidénicas esta por

encima de 8,2 (Oetzel, 2002) y nuestros valores preparto para el pH urinario son de 8,48
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para el grupo control y de 8,05 para el grupo aniénico. No observamos un descenso tan
acusado en el pH urinario como otros autores ya que nosotros trabajamos con una DCAD
positiva, pero, aun asi, a lo a largo de todo el preparto observamos diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos. Esta disminucion marginal en los valores
del pH urinario dentro del rango fisiolégico es coincidente con las observaciones de otros
autores que suplementaron las dietas con sales, pero manteniendo la DCAD en valores
mayores a cero (Furll et al., 1996; Gelfert et al., 2004; Gelfert et al., 2007). En estos trabajos
se considera que la dieta aniénica seguia siendo beneficiosa para el control de la paresia
puerperal, pero en este caso la determinacién de la excrecion neta de acido en orina podria

ser un parametro mas util para la monitorizacién de la respuesta que el pH.

El rango de valores 6ptimos a los cuales debe descender el pH urinario para disminuir
efectivamente la incidencia de la fiebre de la leche todavia no ha sido identificado y las
recomendaciones varian mucho segun los autores consultados (Horst et al., 1997; Roche et
al., 2003; Charbonneau et al., 2006, Constable et al., 2009). En el meta-analisis de
Charbonneau et al. (2006) los autores sugieren que el pH urinario 6ptimo no deberia bajar de
7 porque el riesgo de trabajar con un pH menor nos conduciria al problema de una excesiva
acidificacién y soélo obtendriamos un modesto beneficio en la prevencion de la hipocalcemia
(alrededor de 2,8 unidades de porcentaje) con respecto a reducir el pH sélo hasta 7. Dentro
de esta linea, Ramos-Nieves et al. (2009) sugieren que diferencias de 1,5 unidades en el pH
urinario del preparto no resultan necesariamente en grandes diferencias en el nivel de calcio
peripartal. Refrendando esta observacion en los trabajos de Tucker et al. (1992) y Kurosaki
et al. (2007) utilizando sales anidnicas y dietas con una baja DCAD disminuyeron el pH
urinario hasta el rango 6-7 y no consiguieron mejoras en el nivel de calcio i6nico ni en la
prevencion de la hipocalcemia. Todavia mas contradictorio son los datos de Goff y Horst
(1997), quienes encontraron que uno de los grupos, que estaban tratando con una DCAD
alta y con un pH en la orina claramente alcalino (8,23), presentaba una elevada
concentracién de calcio idnico a las 12 horas posparto en comparacion con los grupos que

tenian un pH bajo.

Como hemos descrito anteriormente, las variaciones en el estado acido-base se producen
de forma rapida tras la administracion de las sales y para no incurrir en una acidosis
metabdlica severa, uno de los métodos mas sencillos es una correcta y pronta
monitorizacion del pH urinario. Goff (2008) recomienda realizarla a las 48 horas o bien

después de cada cambio en la racion. Mulligan et al. (2006) cita que en el caso de emplear
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sales anibnicas, como estrategia para prevenir la fiebre de la leche, se debe chequear como
minimo el pH urinario de 8 animales. Con el propdsito de facilitar esta tarea, uno de los
objetivos del presente trabajo era verificar la utilidad de la tira de orina para monitorizar el pH
urinario en animales que recibian las sales anionicas ya que en la bibliografia consultada
todos los estudios emplean el peachimetro, que no esta disponible de forma rutinaria en las
granjas de nuestra zona de trabajo (Apper-Bossard et al.,2006; Gelfert et al., 2007; Hu et al.,
2007b; Kurosaki et al., 2007; Liesegang et al., 2007; Roche et al., 2007; Charbonneau et al.,
2008; Li et al., 2008;Wu et al., 2008; Heron et al., 2009; Rérat et al, 2009;Ramos-Nieves et
al., 2009; Charbonneau et al., 2009; Degroot et al., 2010; Seifi et al., 2010; Grinberg et al.,
2011). En nuestro estudio, para los niveles de pH a los que trabajamos hallamos una
correlacion lineal entre ambos métodos (r* = 0,823; p= 0,945, grafica 5 y tabla 21). Fidalgo et
al. (2009), en un estudio previo ya habian descrito valores similares entre los dos métodos
de medida y sélo observaron diferencias significativas entre los dos métodos en el grupo
control entre el dia del parto y las 48 horas posparto, concluyendo los autores que el control
del pH urinario mediante la tira de orina es un método econémico, sencillo y fiable aunque no

permite predecir con precision las variaciones de la calcemia a lo largo de este periodo.

Dada la dificultad de realizar un control del pH urinario con frecuencia a nivel granja seria
recomendable trabajar, y asi lo hemos hecho, con pequefias cantidades de sales ani6nicas
que induzcan un estado de acidosis leve (Kurosaki et al., 2007) ya que no nos debemos
olvidar que el objetivo principal de la manipulacién de la DCAD en el preparto deberia de ser
reducir la incidencia de hipocalcemia, y no necesariamente modificar el pH sanguineo o
urinario (DeGaris y Lean, 2008a). En este sentido hay que recordar la relacién lineal
encontrada entre la DCAD vy el riesgo de padecer fiebre de la leche (Charbonneau et al.,
2006; Lean et al., 2006). Asi, como podemos ver en la siguiente grafica cualquier
disminucién en la DCAD reduce el riesgo de las vacas de sufrir hipocalcemia, y también
como podemos observar la relacion riesgo beneficio de trabajar en una granja con niveles de
DCAD inferiores a 0 no estaria justificada, porque el perjuicio de causar una acidosis
metabdlica severa y una disminucion en la ingestion de materia seca nos podrian conducir a
un severo balance energético negativo seguido de un mayor riesgo de cetosis e higado
graso (Gelfert et al., 2007).
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Figura 11: Relacion lineal entre DCAD (Na* + K*) + (CI" + S%) y riesgo de fiebre de la leche calculado como la
transformacion logit de la regresion lineal desarrollada por Lean et al. (2006) con una dieta de Ca, Mg y P del
0,35%, 0,40% y 0,40% de MS respectivamente, y una exposicion a la dieta preparto de 14 dias.

La validacién de la tira de orina para determinar el pH urinario fue objeto de estudio por parte
de Nappert y Naylor (2001) quienes examinaron muestras de orina de 57 vacas sanas para
comprobar las correlaciones existentes entre el peachimetro de un laboratorio, tiras de orina,
papel indicador de pH y un peachimetro portatil. Estos autores observaron diferencias
significativas entre las lecturas del pH urinario del laboratorio y las obtenidas mediante las
tiras de orina o el papel indicador de pH y proponen que una posible causa de los diferentes
resultados entre estos métodos, es que para interpretar correctamente las tiras de orina y el
papel indicador de pH, la luz juega un papel muy importante, y, en condiciones de granja a
veces esta es escasa. A pesar de esto, concluyen que tanto las tiras de orina como el papel
indicador de pH son dos métodos adecuados para evaluar el pH urinario, en especial cuando
se trabaja con valores de pH por encima de 7 como sucede en nuestro trabajo. La validacion
de las tiras de orina también se ha realizado en otros animales como el caso de los gatos,
para que los propietarios puedan monitorizar el pH urinario de los animales que padezcan
urolitiasis (Raskin et al, 2002). Estos autores evaluaron el pH medido con peachimetro en un
laboratorio, dos tipos de peachimetros portatiles, tiras de orina y papel indicador de pH.

Concluyen que para el pH urinario medio medido por ellos (pH 6) las tiras de orina y el papel
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indicador de pH dan una idea aproximada del pH pero cuando es preciso una monitorizacion
mas exacta deberian emplearse los otros métodos. Por ultimo en la especie humana,
Wockenfus et al. (2013) observaron que a un pH urinario superior a 8 existe una buena
concordancia entre los resultados obtenidos mediante el peachimetro de un laboratorio y las
tiras de orina, por el contrario cuando tenemos un pH entre 7 y 8 la concordancia entre

ambos métodos fue bastante pobre.

Teniendo en cuenta que el propio ganadero podria llevar a cabo la monitorizaciéon del pH
urinario, de cara a un futuro seria interesante ver la correlacion entre las determinaciones del
pH urinario con tira por parte del ganadero, una persona entrenada y la medida del
peachimetro. Nosotros actualmente, hemos comprobado en el trabajo experimental de la
presente tesis doctoral que la correlacién bivariada de los valores de pH en orina, medidos
mediante tira reactiva o con peachimetro por dos veterinarios con experiencia clinica y de
trabajo en laboratorio, era muy significativa (Correlacion de Pearson 0,945), lo que nos
permite considerar que el empleo de la tira de orina es un buen método de monitorizacién

del pH urinario, al menos cuando la emplea personal con experiencia (tabla 21, grafica 5).

6.2. EFECTOS DE LA DIETA EN LOS MINERALES SERICOS Y LA PTH.

6.2.1. SoDIO, POTASIO Y CLORO.

En este apartado explicaremos, de forma conjunta, los cambios originados por la DCAD en

la concentracién sanguinea de sodio, potasio y cloro.

El sodio posee una la elevada absorcion intestinal, alrededor del 90% (NRC, 2001), por lo
que los niveles séricos de este mineral suelen ser un reflejo de la cantidad ingerida con la
alimentacion. A pesar de este hecho, en la mayoria de los estudios publicados, al igual que
observamos nosotros, no se detectan diferencias significativas entre las dietas (Li et al.,
2008; Charbonneau et al., 2009; Seifi et al., 2010, Grinberg et al., 2011) dado que hay

multiples factores que influyen en la absorcién y mantenimiento de la natremia entre ellos:

i.  Aumento de la excrecién renal de sodio en vacas que ingerian una dieta con una
DCAD positiva (West et al. 1992). Siendo el sodio fundamental para el
mantenimiento de diversas funciones vitales, el organismo controla de forma estricta
su concentracion en el fluido extracelular a través del sistema endocrino, que actia

sobre su excrecion renal.
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ii. Incremento en la absorcion intestinal de sodio en animales que ingerian dietas con
sales anionicas: Charbonneau et al. (2008) realizaron un trabajo en el que midieron
la ingestion (gr/d), eliminacion en las heces (gr/d), porcentaje de absorcion sobre la
ingestion, eliminacion en la orina (gr/d) y porcentaje de la retencion sobre la
ingestion de sodio. Para ello establecieron tres dietas experimentales: una dieta
control con una DCAD de +296 mEq/kg de MS, otra dieta basada un forrajes pobres
en potasio con una DCAD de -24 mEqg/kg de MS vy, finalmente, otra dieta a la que se
le afiaden sales anionicas (HCI) con una DCAD de -19 mEqg/kg de MS. Los autores
comprobaron que la ingestion de sodio fue similar en las tres dietas y que el
porcentaje de absorcion sobre la ingestion fue de un 43% para el grupo control y de

un 63% para el grupo alimentado con sales anionicas.

iii.  Absorcion intestinal aparente mas baja en vacas secas (Leclerc y Block, 1989;
Delaquis y Block, 1995a): estos autores observaron en vacas secas unas
variaciones en la absorcién de sodio desde un 53% hasta un 83%. Por lo que
aunque la absorcion esperada seria cercana al 90%, Charbonneau et al. (2008)
sugieren que, en base a los resultados de su estudio y a los trabajos previos
anteriormente citados, la absorcién aparente de sodio es mas baja en las vacas no

lactantes.

En nuestras vacas aunque, al igual que citan Grinberg et al. (2011), apreciamos después
del parto un descenso de la natremia con valores muy por debajo de los del preparto no
hemos podido establecer una explicaciéon concreta a este hecho, si bien pudiera estar

relacionado con la produccién de leche (calostro en los primeros dias).

Con respecto a la concentracién sanguinea de potasio, a lo largo de todo el estudio, la
caliemia fue superior en el grupo de las vacas alimentadas con sales anidnicas, excepto los
dias -17 y +14. Este hecho también es compartido por distintos autores que describen
concentraciones mas elevadas de este mineral en el grupo alimentado con sales anibénicas
(Block, 1984; Vagnoni y Oetzel, 1998; Schonewille et al., 1999; Li et al., 2008; Rérat et al.,
2009; Seifi et al., 2010; Grinberg et al., 2011). También, Goff y Horst (1997) utilizando tres
dietas con diferente contenido de potasio (1,1, 2,1y 3,1% MS), y a pesar de estas grandes
diferencias en la ingesta de potasio, no detectaron variaciones en las concentraciones

séricas de este mineral.
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Este hallazgo, aparentemente contradictorio, podria ser explicado por el papel de defensa de
los cationes 6seos frente a la acidosis metabdlica. El potasio se liberaria desde el hueso en
respuesta a la reduccion del pH sanguineo, mas que por la disminucion de la caliemia, y esto
podria hacer que la concentracion sanguinea de potasio fuese similar entre los individuos
que consumen las diferentes dietas (Ross et al., 1994). Charbonneau et al. (2009) disefiaron
un estudio en el que emplearon una dieta control (DCAD de +232 mEq/kg de MS), una dieta
con un silo con una baja DCAD (DCAD de -21 mEg/kg de MS) y otra dieta a la que
afiadieron sales aniénicas (DCAD de -32 mEqg/kg de MS). El contenido en potasio fue de
1,83, 1,38 y 1,85 % MS, respectivamente. Estos investigadores observaron que a pesar de
que la absorcion de potasio, expresada como porcentaje de la ingestion, fue un 90% mas
baja (NRC, 2001) de lo esperado para las dos dietas con una baja DCAD, la caliemia fue

similar en los tres grupos (3.9, 3.8 y 4.0 mEq/L, respectivamente).

Nuestros resultados, son muy similares a los obtenidos en el estudio de Griinberg et al.
(2011); asi, estos investigadores establecieron dos grupos, control con una DCAD de +110
mEqg/kg de MS y otro al que se les administrd sales anidnicas, durante 14 dias antes de la
fecha prevista del parto, con una DCAD de -90 mEq/kg de MS. En este trabajo, al igual que
en el nuestro, sélo apreciaron diferencias significativas entre ambos grupos en el periodo del

posparto, sin poder establecer una explicacion fisiolégica a este hallazgo.

Finalmente, el cloro, al igual que el sodio posee una elevada capacidad de absorcion
intestinal (entorno al 90%), por lo que los niveles séricos de este mineral suelen ser un
reflejo de la cantidad ingerida con la alimentacion (Takagi y Block, 1991). Nuestro grupo
control siempre mantuvo la concentracién plasmatica de cloro ligeramente mas elevada que
el grupo con sales anidnicas, obteniendo significacion estadistica en dias concretos tanto en
el preparto como en el posparto (grafica 8). Esta observacion no la vemos reflejada en la
bibliografia consultada pues la mayoria de los trabajos, de la misma manera que ocurria con
el sodio, no aprecian diferencias estadisticamente significativas aun cuando en algun estudio
observan en dias puntuales unos niveles de cloro en el grupo control mas elevados (Li et al.,
2008; Charbonneau et al., 2009; Seifi et al., 2010; Grlinberg et al., 2011). Por el contrario,
Chan et al. (2006) observaron que los animales alimentados con dieta anidnica en el
preparto tenian concentraciones plasmaticas superiores de cloro debido a la suplementacién
con sales anibénicas. También, Block (1984) encontré incrementos en la cloremia al aumentar

el contenido en cloro de la dieta.
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El dnico estudio que describe una cloremia superior, pero sin apreciar diferencias
significativas, en el grupo control es el de Seifi et al. (2010) ya que reportan para una DCAD
de +192 mEqg/kg de MS una concentracion de 101,89 mEq/L y para una DCAD de -80
mEg/kg de MS una concentracion de 100,63 mEqg/L. Para poder identificar el origen de los
cambios de la cloremia seria necesaria la determinacion de su excrecion en heces y orina ya
que la regulacién de la concentracion plasmatica del cloro se realiza principalmente a través
de la orina (Underwood y Suttle, 1999). Asi, invetigaciones previas (Charbonneau et al.,
2009) midieron la eliminacién de cloro en heces y orina y observaron que estaba aumentada
en las dietas con una baja DCAD, pero la cloremia fue siempre superior en el grupo con una
baja DCAD.

Otro punto destacable de nuestro trabajo con respecto al cloro, es el descenso en la
concentracion plasmatica que se produce en ambos grupos después del parto. Un hecho
similar también es relatado por Grinberg et al. (2011) al apreciar en ambos grupos un
descenso significativo de la concentracién plasmatica de cloro con valores muy por debajo
de los del preparto. También Block (1984), describié un descenso significativo entre las
concentraciones preparto y posparto, y cita como una posible causa la diferente
concentracién de cloro entre las dietas. Ademas, otros investigadores han detectado la
existencia de relacion entre las concentraciones de calcio y cloro sérico con una correlacion
lineal positiva muy significativa (p < 0.0001 y r= 0,41) en el momento del parto (Chan et al.,
2006).

6.2.2. CALCIO TOTAL, CALCIO I6NICO, FOSFORO Y MAGNESIO Y PTH.

La razon principal por la que se recomienda el empleo de sales anidnicas en el preparto es
la prevencion de la fiebre de la leche, por lo que el analisis de los cambios en la homeostasis
calcica en el grupo de animales que consumian dieta aniénica es uno de los puntos a los
que hemos prestado mas atencion en este trabajo. Asi, aunque para el calcio total e i6nico
abordaremos todo el periodo experimental haremos especial hincapié en las 24 y 48 horas

posparto, por ser estos los momentos de mayor demanda de este mineral.

Una de las hipétesis mas aceptadas por la que las dietas con una baja DCAD previenen la
hipocalcemia es que la ingestion de estas dietas incrementan la movilizaciéon del calcio
(Griinberg et al., 2011). Asi, la ingestion de dietas con una baja DCAD podria incrementar el

calcio que penetra dentro del torrente circulatorio a través de tres mecanismos diferentes

165



Discusién

(Lomba et al., 1978; Block, 1984; Schonewille et al., 1994; Van Mosel et al., 1994; Roche et
al., 2007).

i. Aumento de la absorcion intestinal.
ii. Incremento de la reabsorcion 6sea.
iii. Disminucion de la neoformacion 6sea.

Estos dos ultimos mecanismos s6lo se desencadenan en presencia de acidosis metabdlica
(Grinberg et al., 2011).También, la ingestion de dietas con una baja DCAD incrementa la
excrecion urinaria del calcio mediante la disminucion de la reabsorcidn tubular de calcio a
nivel renal (Stacy y Wilson, 1970; Fredeen et al., 1988b). Asi, este incremento en la
movilizacion del calcio en el organismo de las vacas lecheras, permite que en el momento de
mas demanda y mayor estrés calcico, como es el comienzo de la lactacién, estas afronten
este periodo mas preparadas. En estos animales se producira una reduccion drastica en la
excrecion urinaria de calcio lo que constituye un mecanismo para mantener los niveles

plasmaticos (Schonewille et al., 1994).

En nuestro trabajo sélo hemos estudiado el comportamiento del calcio plasmatico y podemos
observar con respecto al calcio total que hasta el dia del parto la concentracion fue inferior
en los animales que ingirieron sales anidnicas, alcanzando significacién estadistica desde el
tercer dia de la administracion (dia -17) hasta noveno dia (dia -12) (grafica 9). Aunque no
disponemos de datos de la excrecidon urinaria de calcio, esta rapida disminucién de la
concentracion de calcio nos sugiere que debido a la ligera acidificacion del plasma, estos
animales presentarian una pérdida incrementada de este mineral en orina (Freeden et al.,
1988b; Schonewille et al., 1994; Kurosaki et al., 2007). La situacion se invierte entre las 24 y
48 horas posparto, donde los valores de calcio total son mas altos en el grupo anidnico. Este
hecho concuerda con el hallado en otros estudios donde el efecto de las dietas
acidogénicas, con respecto al calcio, se manifiesta durante la etapa donde la demanda de
calcio es mas alta, como es el comienzo de la lactacion (Vagnoni y Oetzel, 1998; Gasperlin
et al., 2002; Charbonneau et al., 2006; Gelfert et al., 2007; Li et al., 2008; Ramos-Nieves et
al., 2009; DeGroot et al., 2010; Seifi et al., 2010).

Dentro de las posibles causas, que explicarian nuestro modesto incremento del calcio en las

24 y 48 horas posparto al compararlos con otros trabajos, podriamos citar:
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i El empleo en otros estudios de vacas con alto riesgo de padecer hipocalcemia, como
son las vacas multiparas de raza Jersey y que la diferencia de la DCAD entre las
dietas es relativamente pequefia (Ramos-Nieves et al., 2009) y siempre en valores
positivos. Asi, Wu et al. (2008) valoraron el comportamiento del calcio en cuatro
grupos de vacas lecheras, a las que les administraron sales anidénicas 21 dias antes
de la fecha de parto, para conseguir cuatro niveles diferentes de DCAD (+127, +30,
-50, -150 mEq/kg de MS). Estos investigadores observaron que sélo en los grupos
con una DCAD negativa obtuvieron diferencias significativas con respecto al calcio

total.

ii. Otra posible explicacién es la utilizaciéon de un escaso numero de animales para

evaluar la alta variabilidad estadistica del calcio plasmatico (DeGroot et al, 2010).

Al valorar el efecto de las sales anidnicas en el calcio iénico existe una opinién generalizada
de que las dietas con una DCAD negativa incrementan los niveles séricos de la fraccion de
calcio biolégicamente activa (Wang y Beede, 1992b; Joyce et al., 1997; Schonewille et al.,
1999; Kurosaki et al., 2007). Sin embargo, este efecto tedrico, sélo ha sido demostrado por
Charbonneau et al. (2006) y Lean et al. (2006), en dos extensos meta-analisis, en los que
comprobaron que una alimentacién en el preparto con una dieta con una baja DCAD

produce un aumento en el calcio idnico estadisticamente significativo.

En nuestro estudio podemos observar que al igual que sucedia con el calcio total,
detectamos una mayor calcemia en el grupo control con significacion estadistica en los
mismos dias peripartales (-17, -14, -12) y en el dia -3 y en dia del parto (dia 0) (grafica 10).
Este resultado puede ser debido a que las dietas con una baja DCAD, tipicamente,
presentan una retencidon de calcio negativa (Gaynor et al., 1989; VanMosel et al., 1993;
Schonewille et al., 1994). En el momento de mayor estrés para la homeostasis calcica como
es el periparto, detectamos que entre el dia del parto y el dia 1 en el grupo control se
produce un descenso acusado en los niveles del calcio i6nico de 0,86 mg/dl (de 4,84 a 3,98
mg/dl), mientras que para el grupo aniénico el descenso es de soélo 0,15 mg/dl (de 4,28 a
4,13). También constatamos que la concentracion de calcio i6nico en las 24 y 48 horas es
ligeramente superior en los animales que consumieron sales anidnicas aunque sin alcanzar

significacion estadistica.

A modo de resumen, tanto para el calcio total como para el calcio idnico, podemos afirmar

que aunque no observamos significacion estadistica en las concentraciones plasmaticas de
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este mineral entre las 24 y 48 horas posparto sus niveles son mas altos en la dieta aniénica.
Por ultimo, todas las vacas, tanto del grupo control como del grupo anidnico, tuvieron
concentraciones de calcio total mayores de 8 mg/dl, por lo que ningdn animal padeci6 la

patologia de la hipocalcemia en cualquiera de sus variantes.

La concentracion sanguinea de magnesio se mantuvo bastante estable a lo largo de todo el
periodo experimental observandose pequefias variaciones entre ambos grupos, solo
detectandose significacion estadistica el dia 14. Tampoco una gran parte de los trabajos
consultados describen diferencias estadisticas entre las concentraciones séricas de
magnesio (Roche et al., 2003; Chan et al., 2006; Seifi et al., 2010 y Grlnberg et al., 2011).

Por el contrario, Li et al. (2008) observaron un aumento significativo en los niveles de
magnesio plasmaticos al comparar la dieta con una DCAD mas negativa con las otras dietas,
aunque creen que en parte pudo ser debido a que utilizaron cloruro de magnesio como
acidificante de la racion. Finalmente, Wu et al. (2008) emplearon cuatro dietas con distinta
DCAD vy solo reportaron diferencias estadisticamente significativas en la dieta mas negativa
(DCAD -150 mEqg/kg de MS) y apuntan como una posible causa de la elevacion de este

mineral se debe a que su ingestidon es mayor en dietas ricas en aniones.

Cabe destacar que, a lo largo de nuestro estudio, nunca obtuvimos valores en ningun animal
que nos indicara que se hallaba en un estado de hipomagnesemia. Por el contrario, Ramos-
Nieves et al. (2009) observaron una incidencia del 20% de hipomagnesemia clinica (<1,1
mg/dl) y de un 80% de subclinica (1,1-1,8 mg/dl) entre el dia 2 y 5 posparto, aunque
aparentemente los animales no mostraron signos clinicos de la enfermedad. Este hecho
sucedio a pesar de utilizar una concentracion de magnesio en las dietas preparto de 0,47%
para la dieta control y de 0,51% para la dieta anidnica, que estan por encima de las que
recomienda Goff (2004) para inducir el transporte pasivo de este mineral en el rumen y
superar las posibles interacciones con otros minerales que perjudicarian el transporte activo.
También, las concentraciones en el posparto (0,30%) fueron superiores a las que
recomienda el NRC (2001), por lo que estos autores sugieren que o bien sus fuentes de
magnesio en este estudio tuvieron una baja biodisponibilidad o que los requerimientos

aportados por el NRC (2001) deberian de ser revisados.

Con respecto a la concentracion sanguinea de fosforo. en nuestro estudio fue superior
durante los 16 primeros dias de la administracion de las sales aniénicas en el grupo con la

DCAD mas baja, aunque solo fue significativo el dia -14 (gréfica 12). Conviene resaltar que
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en ambos grupos se produjo una leve hipofosfatemia el dia del parto y hasta el dia 28 no se
recuperaron los valores normales. Estos bajos niveles séricos de fésforo se corresponden
con el comportamiento habitual en las vacas lecheras (Goff, 2006) y pueden ser debidos a

una mayor excrecion de este mineral en la leche (Griinberg et al., 2011).

Otros trabajos publicados sobre la suplementacion de las sales anidnicas muestran
resultados inconsistentes respecto al fésforo sérico (Block, 1984; Goff et al., 1991; Leclerc y
Block, 1989; Oetzel et al., 1988; Phillippo et al., 1994; Vagnoni y Oetzel, 1998). Suponiendo
que la disolucion de los cristales de hidroxiapatita (fosfato tricalcico) fuesen la fuente de
calcio extra de la que disponen los individuos que reciben una dieta anidnica, lo l6gico seria
encontrar en estos animales un incremento de los niveles séricos no sé6lo de calcio sino
también de foésforo (Joyce et al., 1997). De acuerdo con esta observacion, Chan et al. (2006)
describieron una fosfatemia significativamente mas alta en los individuos que ingerian la
dieta anidnica y con un nivel de calcio en la racion de 1,5%, aunque este hecho pudo verse
influenciado ya que esta dieta también tenia una mayor concentracién de fosforo y sus
niveles séricos estan directamente relacionado con la ingestidon de este mineral (Reinhardt et
al., 1988). Contrariamente, Goff y Horst (1997) encontraron valores mas altos de fosforo en
el preparto en una dieta con bajos niveles de calcio (0,5%) con respecto a otra con niveles

mas altos (1,5%).

Trabajos recientes, llevados a cabo por distintos autores no han detectado diferencias
estadisticamente significativas respecto al fésforo (Li et al., 2008; Wu et al., 2008; Degroot et
al., 2010; Seifi et al., 2010, Grinberg et al., 2011). Aunque Ramos-Nieves et al. (2009)
observaron un descenso en la concentracion sérica del fésforo en el periodo inmediato al
periparto, la fosfatemia en el preparto no se vio influenciada por el tratamiento, pero si que
los animales alimentados con una dieta con una baja DCAD tuvieron una fosfatemia
significativamente mayor que los del grupo control durante el posparto, permitiendo que,
especialmente el dia del parto y hasta el dia 2 se apreciara una baja tendencia y un

significativo descenso en la hipofosfatemia clinica y subclinica en el grupo aniénico.

Al valorar la concentracion de la PTH comprobamos que desde el inicio del ensayo (dia -21)
hasta el dia 7 los valores de la PTH eran mayores en el grupo que recibi6 sales aniénicas
que en el grupo control (grafica 13), observando significacion estadistica practicamente a lo
largo de todo el periodo del preparto. Con respecto a los valores en el posparto la

concentracién de PTH descendié desde el dia 1 y fue inferior a la del preparto.
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Esta rapida repuesta observada de la PTH es la esperada en funcién de los niveles de
calcio, y por ello es mas elevada en el grupo anionico durante el preparto (grafica 10), donde
el organismo promoveria la liberacion de calcio 6seo. Asi, Joyce et al. (1997) constataron
que las variaciones en la concentracién de calcitriol y PTH, entre las vacas que recibian una
dieta rica en aniones o rica en cationes, eran los esperados ante un descenso de los niveles
de calcio i6nico en plasma. En este caso, las vacas que consumian la dieta con una DCAD
positiva mostraban una concentracidon de calcio i6nico mas baja que las de una DCAD
negativa y, consecuentemente, presentaban niveles mayores de PTH y calcitriol en suero.
En ovejas, Espino et al. (2003) también comprobaron este tipo de comportamiento de la PTH
después del parto, ya que observaron una mayor concentracion de esta hormona en los
animales que consumian una dieta alcalinizante, estando las concentraciones de la misma

inversamente relacionadas con las concentraciones de calcio idnico.

Aunque el mecanismo de accion por el que actian las sales anidnicas aun no es bien
conocido, una de las hipétesis propone que en las dietas acidogénicas el aumento de la
concentracion de calcio sanguineo es debida al incremento en el metabolismo éseo, como
asi lo indica el aumento en la concentracion plasmatica de la hidroxiprolina (Goff et al., 1991)
y, en ovejas, una mayor concentracién de osteocalcina (Espino et al., 2003). En estas
circunstancias también se observa un descenso en la reabsorcion tubular renal de calcio
permitiendo liberar calcio 6seo para mantener la concentracion plasmatica de calcio (Van
Mosel et al., 1994), mediado a través del incremento en la concentracion plasmatica de la
PTH. En concordancia con esta hipétesis, Li et al. (2008) observan un incremento
significativo de la PTH junto con una reduccion de la osteocalcina a media que desciende la
DCAD de la dieta.

Por el contrario, Kurosaki et al. (2007) no encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de la PTH durante el preparto, pero comprobaron que el
patron de secrecion de la PTH en el posparto era diferente dentro de cada grupo y no estaba
asociado con la incidencia de hipocalcemia dentro de cada lote. También Horst et al. (1978)
y Goff et al. (1991) sugieren que la secrecién de la PTH en respuesta de la hipocalcemia en
el momento del parto no esta directamente asociada con la incidencia de la fiebre de la

leche.

Grlnberg et al. (2011) ponen en duda el papel de la acidosis en la sensibilidad del receptor
de la PTH ya que a pesar de no encontrar un efecto de la dieta en el pH sanguineo, la

concentracion total de calcio corregida por las proteinas fue mayor el dia después del parto
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en las vacas que consumian una dieta con una baja DCAD, indicando que otros mecanismos
aparte del descenso en la sensibilidad del receptor de la PTH fueron responsables de su

mayor accion, aspecto sobre el que nuestro estudio no puede realizar aportaciones.

6.3. EFECTO DE LA DIETA EN OTROS PARAMETROS SERICOS DE
INTERES: PROTEINAS TOTALES, ALBUMINA, GLOBULINAS, INSULINA Y
LEPTINA.

El efecto de las sales anidnicas sobre las proteinas ha sido valorado en un escaso numero
de trabajos y el significado fisiolégico de esos cambios no estan claros (Seifi et al., 2010;
Grlnberg et al., 2011). En nuestro trabajo la concentracion de proteinas totales y globulinas
se mantuvieron en valores similares para ambos grupos. Con respecto a la albumina, esta
permanecié con valores superiores en el grupo control hasta el dia 2 posparto, y la situacién

se invertia a partir del dia 7.

Al respecto de estos tres parametros séricos, Griinberg et al. (2011) describen descensos
significativos en distintos periodos de su estudio. Pero lo mas destacable de este estudio es
que las concentraciones de los tres parametros investigados disminuyen después del parto
en el grupo aniénico, hecho que solo ocurrid en nuestro caso durante la primera semana
postparto. De manera similar a lo observado en nuestro trabajo, Grunberg et al. (2011)
sugieren que la disminucion peripartal en la concentracion de las proteinas totales puede ser
debido a la disminucion de la fraccion de las globulinas, siendo su descenso antes del parto
consecuencia de del incremento de la inmunoglobulina G, en la glandula mamaria, mientras
que en el caso de la albumina es debido al incremento en el volumen extracelular en
respuesta a la demanda de la produccién lactea (Larson y Kendall, 1957; McLennan y
Willough, 1973) y debido al incremento en el porcentaje de engrasamiento hepatico por el
balance energético negativo presente en el periparto (Moore et al., 2000; Sevinc et al, 2003;
Kessel et al., 2008).

También debemos considerar que la acidemia crénica y la acidosis metabdlica disminuyen la
concentracion de las proteinas, tanto en humanos como en los animales, aumentando el
catabolismo proteico e incrementando minimamente la sintesis de proteinas (Ballmer y
Imoberdorf, 1995; Safranek et al., 2003). La respuesta renal, ante una acidosis metabdlica,
consiste en una reduccion en la excrecion de bicarbonato y un incremento en la produccion

de amonio (Greco y Stabenfeldt, 1999). En estas circunstancias, el rifién extrae glutamina
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del plasma para utilizarla en la produccion de amoniaco y este aminoacido proviene de la
proteolisis muscular. Los glucocorticoides participan en el control de la amoniogénesis renal,
puesto que favorecen la degradacion proteica y por lo tanto la liberacion de glutamina, de ahi
su concentracion sanguinea incrementada en pacientes con acidosis metabdlica (May et al.,
1986). Sin embargo, ni en nuestro trabajo ni en el de Griinberg et al. (2011) observamos un
aumento en el catabolismo proteico, debido a que como citan estos investigadores, los
estudios en medicina humana indican que la ingestion de dietas acidogénicas provocan una
perturbacién en el metabolismo proteico cuando existe una acidosis metabdlica parcialmente

descompensada (Hannaford et al., 1982; Boirie et al., 2000).

En la actualidad, se han realizado distintos estudios para saber como afectan las sales
anionicas administradas en el preparto a las distintas hormonas, factores de crecimiento y
metabolitos en el posparto (Ramos-Nieves et al., 2009; Degroot et al., 2010; Seifi et al.,
2010; Wathes, 2012). Una de las mayores limitaciones del empleo rutinario de las sales
anidnicas es la disminucion de la ingesta y los problemas que conlleva este proceso (Oetzel
y Barmore, 1993; Goff y Horst, 2003a). En nuestro caso no era posible controlar de forma
precisa la ingesta de los animales de forma individualizada, por lo que para ver parte del
efecto de la dieta sobre el balance energético de los animales hemos valorado los niveles de
leptina e insulina. Estas dos hormonas juegan un papel clave en informar al eje reproductivo
del estado del balance energético de los animales (Butler, 2003; Meikle et al., 2004) y
nuestro trabajo es el primero que analiza el efecto de la administracién de sales aniénicas

sobre los niveles séricos de leptina e insulina.

La insulina es clave en la regulacién del reparto de los nutrientes desde los tejidos
corporales hacia la produccion de leche en el periodo de transicion de la gestacion hacia la
lactacion (Laarveld et al., 1981). En el posparto, esta hormona se puede emplear para
predecir el estado metabdlico y nutricional de las vacas lecheras (Cavestany et al., 2009).
Durante esta fase, las vacas de alta produccion, necesitan altas concentraciones de lactosa,
por lo que esta situacion conlleva a un descenso en la concentracién de glucosa e insulina
(Van Knegsel et al., 2005).

Los cambios producidos en la dieta de las vacas de produccion lactea originan un inmediato
y rapido estimulo en las hormonas y metabolitos, los mas importantes de ellos son la glucosa
y la insulina, y en el caso de que la alimentacién sea deficitaria la concentracién insulina
puede verse reducida (O Callaghan y Boland’1999). Asi, con respecto a la concentracién de

esta hormona, hay que destacar que los niveles plasmaticos se mantuvieron mas elevados
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en los animales alimentados con sales anidnicas hasta el dia 14 posparto. También, la
concentraciéon en ambos grupos fue mayor durante el preparto que en el posparto al igual
que citan trabajos previos, situacion compatible con la mayor necesidad energética de la
hembra que inicia la lactacion (Holtenius et al., 2003; Meikle et al., 2004; Kokkonen et al.,
2005; Cavestany et al., 2009).

Otros estudios (Ramos-Nieves et al., 2009; Seifi et al., 2010; Grinberg et al., 2011) han
intentado evaluar el balance energético en el posparto de las vacas que ingerian sales
anidénicas, empleando distintos parametros tales como NEFAS, betahidroxibutirato, glucosa e
ingestion de materia seca, y no observaron efectos significativos en el balance energético
durante el posparto. Por lo que, al igual que apreciamos en nuestro trabajo, el empleo de
sales anionicas durante las tres semanas previas al parto no parece tener efectos negativos
sobre el balance energético en el posparto e incluso puede ser beneficioso segun los
resultados observados con la insulina. Sélo Moore et al. (2000) describen efectos adversos
en el balance energético posparto de novillas alimentadas con dietas con una baja DCAD
(-150 mEg/kg MS), ya que observaron un aumento en la concentracién de triglicéridos en el
higado de estos animales.

Cabe destacar, en la bibliografia consultada, el trabajo llevado a cabo por Chan et al. (2005),
ya que es el unico estudio en el que midieron la concentracion de la insulina durante la
segunda y sexta semana posparto en tres dietas con diferente DCAD sin afiadir sales
anidnicas (+200, +350 y +500 mEqg/kg MS). Al evaluar la concentracion de esta hormona
observaron que la concentracion media de las tres dietas fue significativamente mas baja en
la segunda semana (8,4 plU/ml) que en la sexta (11,8 ulU/ml), y por lo tanto, concluyen que
probablemente el balance energético de estos animales fue mas negativo en la segunda
semana posparto. También pudieron comprobar que los niveles séricos de insulina no se
veian afectadas por el tipo de dieta.

Con respecto a la concentracién plasmatica de la leptina, destacar que esta hormona
mantuvo en ambos grupos unos valores muy similares a lo largo de todo el periodo
experimental. La relevancia de medir la leptina en esta etapa de transicién en el vacuno
lechero viene dada porque durante el posparto, los animales presentan un estado de
balance energético negativo en el que se produce una movilizacién de las reservas de grasa
y todo el alimento ingerido se destina al energéticamente costoso proceso de la lactogénesis
(Chagas et al., 2007). La leptina, dentro de este proceso, actua como barémetro corporal

proporcionando un vinculo entre la homeostasis energética, el apetito y la funcién
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reproductiva (Bluher y Mantzoros, 2007; Zieba et al. 2008; Farooqi et al., 2009). Asi, la
concentracién plasmatica de leptina se incrementa rapidamente al aumentar el tejido adiposo
y la administracion exégena de leptina disminuye el tejido adiposo y la ingestion de materia
seca (Houseknecht et al., 1998; Keisler et al., 1999).

Debemos recordar que en trabajos previos se describe una concentracion de leptina en las
vacas gestantes y secas, un mes antes del parto, generalmente alta (5-9 ng/ml) (Kokkonen
et al., 2002). Esta concentracion comienza a decrecer entre las semanas 4 y 1 preparto y
alcanza el punto mas bajo (3-6 ng/ml) durante la primera semana posparto. Asi, en el
periparto es frecuente observar disminuciones en la concentracién plasmatica de 3 ng/mi
(Block et al., 2001; Holtenius et al., 2003; Hachenberg et al., 2007; Konigsson et al., 2008).
Sin embargo, si se ha observado un rapido incremento durante las semanas 1-2 (Kadokawa

et al., 2000) utilizando un RIA especifico de rumiantes (Blache et al., 2000).

El que no observaramos estas oscilaciones descritas en la bibliografia pudiera ser debido a
que empleamos para la determinacidon sanguinea de esta hormona el kit comercial RIA
multiespecies (Linco), y como cita Chilliard et al. (2005), en un estudio posterior al nuestro,
este kit multispecies no permite observar cambios significativos durante el periodo de
transicion de las vacas lecheras ya que esta correlacionado positivamente, pero
infravalorando los valores obtenidos por el RIA especifico de rumiantes en el preparto,
mientras que estd correlacionado negativamente, por sobreestimar los valores en el
posparto. Aun asi, observamos una mayor leptinemia en el grupo control en los dos primeros
dias posparto siendo significativo el dia 1 (grafica 18). Este hecho es sumamente favorable
para las vacas que ingirieron las sales aniénicas, ya que en un contexto de balance
energético negativo, como es el principio de la lactacion, una concentracién plasmatica baja
de leptina podria promover un incremento rapido en la ingestién de materia seca de la dieta
(Block et al., 2001; Parola et al., 2007). Este posible aumento en el consumo de materia seca
lo vemos reflejado de manera indirecta en nuestro estudio en los niveles mas altos de
insulina en las vacas que se alimentaron con sales aniénicas. Tampoco apreciamos, al igual
que Leury et al. (2003), que en el periodo del posparto estudiado la elevacion en la

concentracién de insulina se corresponda con un aumento de la leptina.

Este estudio es de los pocos trabajos de investigacion donde se pone de manifiesto el
posible efecto beneficioso de las sales anidnicas sobre la ingesta de materia seca. Sin
embargo, para confirmar estos indicios seria necesario un trabajo mas amplio en él que se

pudiese relacionar las variaciones de la ingesta de materia seca individual con los niveles de
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leptina y otros parametros metabdlicos y reproductivos que afectan al posparto del vacuno

lechero, algo que estaba fuera de los objetivos de nuestra investigacion.
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7. CONCLUSIONES

1 La administracion de la dieta aniénica indujo una acidosis metabdlica leve y asintomatica,
sin la entidad suficiente para generar una respuesta compensatoria activa del componente

respiratorio.

2 La monitorizacién del pH urinario mediante la tira de orina es un método econdémico,
sencillo y fiable para valorar la eficacia de la administracion de las sales aniénicas aunque no

permite predecir las variaciones de la calcemia.

3 La ingesta de sales anidnicas mejora la disponibilidad de calcio en el momento de mayor
demanda de este mineral manteniendo activos los mecanismos homeostaticos que

aumentan su movilizacion desde los 6rganos de reserva.

4 La administracién de sales anionicas con el fin de prevenir la paresia puerperal debe
realizarse en la proximidad del parto, ya que su efecto sobre la homeostasis acido-base y
célcia se producen ya en los primeros dias de la adicion de las sales pero la compensacion

completa del organismo se produce de forma rapida.

5 Las concentraciones plasmaticas de insulina y leptina en el posparto sugieren que los
animales que consumen dietas anidnicas pueden afrontar con mayores garantias el

importante esfuerzo metabdlico de la lactacion sin llegar a sufrir balance energético negativo.

CONCLUSION FINAL

A modo de conclusiéon final podemos afirmar que la administracion de sales anidnicas
durante el preparto, obteniendo dietas con una DCAD préoxima a cero, puede ser un buen
método preventivo de la paresia puerperal hipocalcémica, de facil aplicacion en granjas

comerciales con sistema de produccion semiextensivo y sin riesgos para los animales.
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9. RESUMENES.

9.1. RESUMEN.

La hipocalcemia, vitularia o fiebre de la leche, es una de las patologias metabdlicas mas
frecuentes durante el periparto en las vacas de produccioén lactea. A lo largo del tiempo se
han disefiado distintas estrategias con el fin de evitar esta enfermedad. De entre todas ellas,
la administracion de sales anidnicas es una de las mas recientes y de las que reciben mayor
atencién por ser una de las mas eficaces, aunque no esta exenta de limitaciones y posibles

efectos secundarios.

En el presente trabajo de tesis doctoral nos planteamos como objetivo fundamental valorar la
eficacia de la aplicacion de sales aniénicas, como método preventivo de hipocalcemia en
condiciones reales de una granja comercial en un sistema de produccion semiextensivo. En
nuestro estudio, ademas de las variaciones de las concentraciones plasmaticas de calcio y
calcio i6nico, hemos valorado los cambios en el equilibrio acido-base, las variaciones de los
principales minerales seéricos, PTH y hormonas indicadoras del estado metabdlico de los

animales.

Este estudio lo llevamos a cabo en una granja comercial de vacas de leche de tamafio medio
representativa de nuestra zona de trabajo. Para ello hemos seleccionado 17 vacas Holstein
multiparas, prefiadas y no lactantes, que 21 dias antes de la fecha prevista del parto fueron
dividas de forma aleatoria en dos grupos segun la dieta consumida: control (DCAD: +272,84
mEqg/kg MS) y anidnica (DCAD: +59,65 mEqg/kg MS). Durante el posparto todos los animales
consumieron la misma dieta de lactacion (DCAD: +269,44 mEqg/kg MS).

La toma de muestras se realiz6 entre los dias 21 preparto y 28 posparto siguiendo el
calendario: -21d, -17d, -14d, -12d, -10d, -5d, -3d, parto, +1d, +2d, +7d, +14d, +21, +28d,
para la determinaciéon de los siguientes parametros: estado acido-base, concentracion de
minerales plasmaticos, PTH, otros parametros séricos de interés como la leptina e insulina.
La administracién de la dieta anidénica indujo desde el inicio de su aplicacién hasta el
posparto, una acidosis metabdlica leve y asintomatica para la que no hemos podido apreciar

compensacion respiratoria. La calcemia (tanto calcio total como i6nico) durante el preparto
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fue inferior en el grupo anidnico y, por el contrario, durante el periparto obtuvo unos valores
ligeramente superiores, aunque en ambos grupos nunca observamos ningun caso de
hipocalcemia (calcio >8 mg/dl en todos los animales). El resto de los minerales no estuvieron
sujetos a variaciones importantes. Con respecto a la PTH, el comportamiento fue el
esperado ante un descenso de la calcemia, y asi apreciamos una concentracion superior en
el grupo anidnico. Al evaluar la concentracion plasmatica de leptina e insulina no
observamos influencia de la dieta, por lo que las sales anionicas no tienen efectos negativos

sobre el balance energético en el posparto.

A modo de conclusiéon podemos afirmar que la administracion de sales aniénicas durante el
preparto en granjas comerciales obteniendo dietas con una DCAD préxima a cero puede ser

un buen método preventivo de la hipocalcemia.
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9.2 SUMMARY.

Hypocalcemia or milk fever, is one of the most frequent metabolic disorders during the
peripartum of dairy cows. Over time, different strategies have been developed in order to
reduce the incidence of this disease. Among of them, the administration of anionic salts is
one of the most recent and has received a lot of attention due to its efficacy; although this

method is not free of limitations and secondary effects.

In the present thesis, our main objective was to evaluate the application of anionic salts, as a
preventive method of milk fever in real conditions in a comercial farm with a production
system representative of our work area. In our study, in addition to the variations in the
plasma concentrations of total and ionized calcium, we have evaluated the changes in the
acid-base status, the variations of the main plasma minerals, PTH and hormones of

metabolic balance due to the ingestion of anionic salts

This study was developed in a medium size commercial farm which is the most common kind
of farm in our workplace. We have selected 17 pregnant and not lactating Holstein
multiparous cows, that 21 days prior to expected calving date were assigned randomly to two
groups according to the diet: control diet (DCAD: +272,84 mEqg/kg MS) and anionic diet
(DCAD: +59,65 mEg/kg MS). All animals eaten the same lactation diet during the pospartum
(DCAD: +269,44 mEqg/kg MS).

The blood and urinary samples were collected from the 21 day prepartum to the 28 day
pospartum following the timetable: -21d, -17d, -14d, -12d, -10d, -5d, -3d, parturition, +1d,
+2d, +7d, +14d, +21, +28d, in order to determine the following parameters: acid-base status,

plasma minerals, PTH, other interesting plasma parameters like leptin and insulin.

The administration of the anionic diet induced from the beginning of the administration to the
postpartum, a mild asympotmatic metabolic acidosis without respiratory compensation. The
plasma concentration of calcium (total and ionized) in the postpartum was lower in the
anionic group and the opposite was observed during the peripartum with slightly higher
values in the group fed with anionic diet although we have never observed a case of
hypocalcemia (calcium >8 mg/dl in all animals) in both groups. The other plasma minerals did
not show significant differences between the two groups. The behavior of PTH concentration
was the expected according the calcaemia and we observed a higher concentration in the

anionic group. The administration of anionic salts did not appear to have negative effects in
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the energetic balance in the postpartum with not differences in the leptin and insulin
concentration between the two groups.

In conclusion, the administration of anionic salts, with a DCAD diet near zero, during the latter
days of the prepartum can be a good preventive method of hypocalcemia in comercial farms

of our work area.
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