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Resumen

Las vacas lecheras de producciones intensivas deben ser cada vez mas eficientes en cuanto al
aprovechamiento de nutrientes. Al incrementar la produccion lactea se debe prestar especial
atencion a la incidencia de enfermedades en lo que se considera el periodo de transicion; una de
las principales alteraciones en dicho periodo es la hipocalcemia, la cual se puede manifestar de
forma clinica (paresia posparto) o subclinica, siendo la deteccion de ésta Ultima de vital
importancia, ya que al no presentarse semiologia clinica, es practicamente imposible su
deteccion sin realizar determinaciones sanguineas de calcio. Por lo tanto, el objetivo del
presente trabajo fue caracterizar metabolitos sanguineos acido/base y establecer su relacion con
la concentracion sérica de calcio y cortisol en vacas lecheras alrededor del parto; ademés se
compararon mediciones de calcio total y ionizado para el monitoreo de la calcemia, y se
determiné la relacion entre cortisol y lactato con el proposito de utilizar este Gltimo como
indicador de estrés en vacas. Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten
visualizar la dindmica de analitos sanguineos, asi como la relacién e impacto de las alteraciones
acido/base en la calcemia de vacas lecheras altas productoras durante el posparto, lo cual puede
a su vez incrementar la eficiencia para la deteccion de casos de hipocalcemia subclinica, asi
como las enfermedades que se presentan como consecuencia de ésta Ultima. Si bien los
resultados mostraron una relacién lineal directa entre la concentracion de lactato y cortisol, las
condiciones bajo las que se realizo este estudio tambien mostraron que hay alta dispersion entre
analitos y por lo tanto no es conveniente extrapolar la informacion de uno utilizando al otro
como referencia, y en consecuencia sustituir la medicion de cortisol para detectar estrés en las

vacas lecheras, por lo menos en las primeras horas posparto; sin embargo, quiza esta



informacion se puede retomar utilizando un mayor nimero de animales, o bien, realizar nuevas

determinaciones en otras etapas productivas.



Abstract

Dairy cows of intensive productions must be increasingly efficient in terms of nutrient
utilization. When milk yield is increased, special attention should be given to the incidence of
diseases in what is considered the transition period; One of the main alterations in this period is
hypocalcemia, which can be manifested clinically (postpartum paresis) or subclinical, the latter
being of vital importance since not presenting clinical semiology, its detection without
performing calcium blood determinations is practically impossible. Therefore, the objective of
the present work was to characterize acid / base blood metabolites and establish their
relationship with the serum calcium and cortisol concentration in post calved dairy cows; In
addition, measurements of total and ionized calcium were compared for the monitoring of
calcemia, and the relationship between cortisol and lactate with the purpose of using the latter
as an indicator of stress in cows was determined. The results obtained in the present study
allows us to visualize the dynamics of blood analytes, as well as, if there is a relationship and
impact of the acid / base alterations in the calcemia of high milk yield dairy cows during
postpartum, which in turn can increase the efficiency for the detection of cases of subclinical
hypocalcemia, as well as the diseases that occur as a result of the latter. Although the results
showed a direct linear relationship between the concentration of lactate and cortisol, the
conditions in this study also showed that there is high dispersion between analytes and
therefore, it is not convenient to extrapolate the information from one using the other as
reference, and replace the cortisol analyses to detect stress in dairy cows, at least in the first
postpartum hours; however, perhaps this information can be retaken using a greater number of

animals, or, to make new determinations in other productive stages.
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Introduccion

La produccion de leche en México ocupa el tercer lugar dentro de la industria alimenticia, a
pesar de que, debido a la variedad de climas, regiones e incluso costumbres en nuestro pais la
produccion es heterogénea, concentrandose principalmente en cuatro estados (Jalisco,
Coahuila, Durango y Chihuahua), los cuales mantienen el 45% de la produccion lechera

nacional.

El crecimiento en el sector productor de leche en México ha mantenido un aumento en los
ultimos afios, y aln se considera que existe potencial para seguir incrementando la produccion
a nivel nacional, que en los Gltimos afios ha estado dentro de las diez mejores a nivel mundial.
Para mantener y alcanzar el potencial de crecimiento se deben superar algunos obstaculos,
como el alza de precios en insumos necesarios para la produccion, falta de tecnificacion en

algunas regiones del pais y la alta importacién de leche en polvo.

Las vacas lecheras de producciones intensivas deben ser cada vez mas eficientes en cuanto al
aprovechamiento de nutrientes, para lo cual se han modificado dietas, instalaciones y manejos
en su ciclo productivo, sin embargo al incrementar la produccion se debe prestar especial
atencion a la incidencia de enfermedades en lo que se considera el periodo de transicion (tres
semanas previas Yy tres posteriores al parto); una de las principales alteraciones en dicho periodo
es la hipocalcemia, la cual se puede manifestar de forma clinica (paresia posparto) o subclinica,
siendo ésta ultima de vital importancia ya que al no presentarse semiologia, su deteccion sin
realizar determinaciones sanguineas de calcio es practicamente imposible. Otras enfermedades
como metritis, endometritis, retencion de placenta, lipidosis hepatica, etc. también
corresponden con el periodo de transicién, y la hipocalcemia subclinica aumenta su incidencia

11



y su gravedad al estar el calcio involucrado en mecanismos de contractibilidad muscular, de
funcion leucocitaria, entre otros; las vacas que son afectadas por enfermedades del periodo de
transicion disminuyen su produccién y acortan su vida Util, por lo que se realiza este estudio
para valorar metodologias de medicidn de calcio en vacas, que sean igual de precisas pero méas
rapidas que la remision de muestras a un laboratorio de diagnostico, ademas de establecer las
posibles interacciones entre determinaciones de equilibrio &cido/base y calcio en sangre. Por
ultimo, se mide lactato y se plantea su utilizacion como analito indicador de estrés al

correlacionarlo con mediciones sanguineas de cortisol.
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1. Marco Teorico

1.1. Desarrollo de la Industria Lechera en México
La produccion de leche en México en los altimos cinco afios ha crecido en un 2.1% de forma
anual, pasando de 11,037 millones de litros en 2012 a 11,769 millones de litros en 2016
(SAGARPA, 2017). EIl pais ocupa el noveno lugar en produccion de leche a nivel mundial,
después de la Union Europea (UE), Estados Unidos (EUA), India, China, Rusia, Brasil, Nueva
Zelanda y Argentina. También es el quinto mayor importador de este producto (Secretaria de

Economia, 2012).

Los sistemas para produccion de leche en México son muy heterogéneos, como consecuencia
de la gran variedad de climas y regiones de nuestro territorio, e incluso considerando las
costumbres de las distintas poblaciones en el pais. Sin embargo, la industria de productos
lacteos es la tercera actividad mas importante dentro de la rama de la industria de alimentos en
México (Secretaria de Economia, 2012). Segun cifras del Servicio de Informacion Estadistica
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la SADER, durante el periodo 2003-2011 la produccion

nacional de leche de bovino ha tenido una tasa media de crecimiento de 1.3% (SADER, 2017).

La produccion lechera en México se desarrolla en todo su territorio, pero durante el periodo de
2005 a 2010 se concentro principalmente en cuatro estados que contribuyeron conjuntamente
con el 45% de la produccion nacional de leche en este periodo (en primer lugar Jalisco, y
siguiéndole Coahuila, Durango y Chihuahua). Cabe sefialar, que los estados de Coahuila y
Durango se encuentran ubicados en la Region de “La Laguna”, que es la cuenca lechera mas

importante del pais (Secretaria de Economia, 2012).
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1.1.1. Indicadores de Produccion Lechera
En la revision del comportamiento de la produccion lactea nacional, en poco més de tres
décadas que comprende desde la ultima etapa de control de precios y hasta la de aplicacion y
vigencia de la desregulacién y apertura gradual del mercado de leche y lacteos (aunque no es el
unico factor al que es atribuible, dada la participacién de otras dependencias relacionadas
dentro del sector como SADER y LICONSA), se observa una tendencia de crecimiento que se
sostiene desde inicios de la década de los noventa hasta la actualidad (Secretaria de Economia,

2012)

México mantiene una tasa anual de crecimiento promedio de 1.3 % (Loera y Banda, 2017) en
produccion de leche. Entre 2003 y 2010 la zona é&rida y semiarida del pais registr6 un
crecimiento anual promedio de 1.9% en tanto la zona templada la produccion se incrementé a
una tasa promedio de 1.0 % anual. En la zona tropical el mismo indicador de produccién fue de
solo 0.8%, y aqui se tiene un contraste importante, ya que, si bien la disponibilidad de agua es
mayor y por ende las condiciones para la produccion lactea en un sistema intensivo son mas
idéneas que en otras regiones del pais, la produccién en el trdpico se orienta al doble propdsito

en sistemas de traspatio y familiares (Secretaria de Economia, 2012).

1.1.2. Aspectos Econdémicos de Sistemas de Produccion de Leche
La produccion de leche presenta una diversidad de condiciones que van determinando los
costos de produccién. Entre los principales factores que influyen en este tema se tienen: el
grado de tecnificacién, tipo de alimentacion del ganado, raza (o si se tiene ganado lechero
especializado), asi como condiciones climaticas y de disponibilidad de agua (Secretaria de

Economia, 2012).

14



Al considerar el grado de tecnificacion en cuanto a produccion de leche, los costos son altos a
medida que los sistemas de produccion sean mas tecnificados, lo cual esta relacionado a costos
de alimentacion, gastos generales, depreciaciones, pagos de impuestos y gastos financieros,
entre otros. En contraste, los sistemas de menor tecnificacion tienen un mayor peso en cuanto a
costos correspondientes con mano de obra, y no tienen costos por servicios financieros

(Secretaria de Economia, 2012).

Al comparar costos de produccion dentro de las principales actividades pecuarias, se observa
que en el caso de la produccion de leche éstos son los més bajos, ya que aunque el costo de la
alimentacion tiene un peso del 65% en el costo total de produccion, la participacién de los
granos forrajeros en el costo total es el menor dentro del conjunto de estas actividades

(Secretaria de Economia, 2012).

Estados como Coahuila, Durango y Chihuahua ocupan las primeras posiciones en la
produccion lactea nacional, a pesar de que no cuentan con condiciones climaticas idéneas ni
tienen abundancia en cuanto a disponibilidad de agua. Sin embargo, aunque la produccién de
leche se lleva a cabo sin un mayor impacto en cuanto a costos, competitividad y productividad,
fendmenos prolongados de sequia o aquellos que afecten la disponibilidad de agua en el norte
del pais impactaran en la produccién de granos y forraje lo cual condicionara el funcionamiento
y abasto de los establos, provocando gran afectacion en esta actividad ganadera (Secretaria de

Economia, 2012).

1.1.3. Retosy Perspectivas a Futuro
El consumo nacional de leche per capita ronda los 130 litros/afio, sin embargo, la
recomendacion de la FAO es una ingesta de 180 litros en ese mismo periodo de tiempo. A

pesar del crecimiento que la industria ha tenido en los ultimos afios, y del potencial que tiene

15



para hacerlo ain més, se deben considerar ciertas limitaciones, como la creciente importacion
de leche en polvo misma que provoca que ese potencial de crecimiento no se logre al desplazar
la produccion nacional. En los Gltimos cuatro afios el ingreso de leche en polvo se ha
incrementado hasta 55 %, en afos anteriores se importaban alrededor de 220 mil toneladas de
leche en polvo y en 2017 aument6 hasta 340 mil. Aproximadamente el 95 % de las
importaciones provienen de EUA, en contraste el ingreso de este mismo producto a territorio

estadounidense no lo permite la ley de ese pais (Moreno, 2017).

México posee el segundo lugar en el mundo como comprador de leche en polvo, con el 7.9 %
de las importaciones globales, por el contrario, apenas exporta un millon de litros a destinos
como América Central, EUA, Venezuela, Republica Dominicana y Per( (Secretaria de

Economia, 2012).

Otra limitante que enfrentan los productores lecheros en México es el hecho de que la
adquisicién de la mayoria de los insumos estan ligados al precio del dolar. Al devaluarse el
peso mexicano se generan pérdidas econdmicas importantes para los establos lecheros

(Moreno, 2017).

En su mayoria es debido a estos factores que deben implementarse herramientas dentro del area
de la medicina y zootecnia de bovinos lecheros para incrementar la eficiencia en las
producciones, atendiendo problematicas como la incidencia de enfermedades que impactan de
manera negativa en la vida productiva de estos animales. Comprender los puntos criticos en la
cadena de produccion es de vital importancia para poder establecer indicadores diagnosticos

que aumenten la sensibilidad en la deteccion de procesos patoldgicos que afecten a las vacas.
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1.2. Periparto en Bovinos

1.2.1 Participacion Endocrina en Gestacion y Lactancia

El periodo de gestacion comprende el tiempo que transcurre entre la fertilizacion del ovocito y
el parto. Al estar gestante la vaca, el cuerpo liteo no es lisado como pasaria de forma normal
durante el ciclo estral. La persistencia del cuerpo luteo, asi como la produccién de progesterona
por éste son esenciales para el mantenimiento de la gestacién en la vaca. En la fase temprana
de la gestacion la progesterona estimula el desarrollo glandular del endometrio y causa
quiescencia uterina. A medida que la gestacion avanza se incrementan las concentraciones de
progesterona en sangre periférica lo cual indica alguna fuente de produccion de la hormona
ademas del ovario; la progesterona producida posterior a los 200 dias de gestacion proviene

principalmente de la placenta (Kobayashi et al., 1999).

Los estrogenos estimulan el crecimiento celular uterino y la actividad metabdlica, e incluso
administrados en dosis elevadas pueden causar abortos. La eliminacion via renal de estrégenos
aumenta durante la gestacion, sin embargo, alrededor de 40 h previas al parto se incrementa la
concentracion en sangre. La somatotropina u hormona del crecimiento (GH), promueve la
utilizacion de glucosa por parte del tejido de la ubre, blogueando su disponibilidad para otros
tejidos, desacoplando el eje somatotropico, y provocando asi una desensibilizacion hepética a la
GH, que se traduce en menores concentraciones de IGF-1; éste es un mecanismo utilizado en
mayor medida por la vaca lechera de alta produccién. Esto repercute en varios 6rganos y
tejidos, pero se destaca que la falta de retroalimentacion negativa sobre la GH tiene como
consecuencia una mayor concentracion circulante de la misma. Asimismo, menores
concentraciones de IGF-1 favorecen el catabolismo periférico que soporta la lactancia
(Kobayashi et al., 1999).
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La insulina tiene una funcion muy importante en la sensibilidad hepatica a la GH (Kobayashi et
al.,, 1999); se encontraron concentraciones de insulina disminuidas alrededor del parto,
correspondiente con la reduccion de la ingesta que caracteriza el periodo de transicién (Bertics
et al., 1992). Algunos estudios mostraron que la concentracion de insulina se recuper6
totalmente al dia 30 posparto (Meikle et al., 2005), mientras que en otros donde se midi6 hasta
el dia 60 posparto, esto no sucedio (Pereira et al., 2010). Existe evidencia de que las vacas de
mayor potencial genético para produccién de leche tienen mayores concentraciones de GH y
menores de insulina e IGF1 en sangre. Las concentraciones de IGF-1 en el periparto y lactacion
temprana fueron mayores en las vacas multiparas de condicién corporal méas alta (Gong et al.,

2002).

El equilibrio entre concentraciones de progesterona altas y la elevada eliminacion de
estrdgenos, asi como la produccién y accion de otras hormonas durante la gestacion son
mecanismos que permiten asegurar un flujo de energia y nutrientes de manera uniforme hacia

la glandula mamaria, y apoyar la lactacion (Bauman y Currie, 1980).

Otras hormonas participan contribuyendo al ambiente endocrino que favorece la lactancia.
Vacas con BEN tienen concentraciones de hormonas tiroideas mas bajas, lo que facilita que los
tejidos periféricos adapten su metabolismo energético local a esta nueva condicion catabdlica
(Capuco et al., 2001; Meikle et al., 2004); las concentraciones de leptina varian con cambios en
el porcentaje de depositos grasos y/o estado de reserva corporal (Delavaud y col., 2002; Meikle
et al., 2004). Las vacas lecheras frecuentemente pierden mas del 60 % de su grasa corporal en
lactacién temprana (Tamming et al., 1997; Chilliard, 1999); la concentracion de leptina es un
buen indicador de grasa corporal en vacas lecheras en el periparto (Meikle et al., 2004, 2006;

Cavestany et al., 2005, 2009).
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1.2.2. Balance Energético Negativo en la Gestacion
Al inicio de la lactancia, la energia requerida para mantener la produccion de leche supera la de
la ingesta y la vaca debe movilizar nutrientes de las reservas corporales. Esto es visible por la

pérdida de condicién corporal (Chilliard, 1999).

La severidad del BEN para cada vaca dependera de su potencial genético de produccion, de sus
reservas energéticas corporales, y ademas de su capacidad de ingesta de materia seca (MS), éste
ultimo es el factor més importante para determinar la magnitud del BEN (Invgartsen y
Andersen, 2000). En sistemas intensivos de produccion de leche de bovinos, las vacas no
logran ingerir suficiente MS que les permita mantener una alta produccion, para la que
genéticamente tienen el potencial (Kolver y Muller 1998; Chilibroste et al., 2010). Ademas
suman a sus requerimientos el gasto de energia extra para cubrir las caminatas diarias desde el
corral a la sala de ordefio. Las variaciones en ingesta, metabolismo y excrecion durante este
periodo pueden ser monitoreados por la concentracion de algunos metabolitos en sangre como
los acidos grasos no esterificados (NEFA’s) o B-hidroxibutirato (BHB). Al momento no hay un
solo metabolito que al medirse refleje directamente los cambios en el metabolismo o
requerimientos nutricionales, por lo tanto, se debe utilizar una combinacion de los mismos

(Bergman, 1990; Whitaker et al., 1999).

La gran movilizacion grasa que ocurre en pre y posparto temprano se acompafia de una
pronunciada elevacion de acidos grasos no esterificados (NEFA’s). Este incremento de NEFA’s
puede ser seguido de una produccién aumentada de B-hidroxibutirato (BHB) el cual refleja la
lipdlisis y déficit energético. No so6lo los niveles de NEFA’s y BHB aumentan en el periparto
en vacas lecheras en pastoreo, sino que vacas con mayor condicion corporal (CC) movilizan

mas NEFA’s que vacas con pobre CC en el preparto o al parto. Los valores de albdmina y urea
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son buenos indicadores del nivel proteico de la alimentacion. Vacas con dietas pobres en
proteina compensan en parte el déficit a través de la movilizacion de sus reservas corporales y
la disminucién de la eliminacion renal de urea, lo que se refleja en pérdida de peso, CC y
disminucion de la produccion lactea (Whitaker et al., 1999). Por otro lado, el consumo diario de
proteina esta correlacionado positivamente con el consumo de MS que gradualmente se
incrementa durante el posparto. Los compuestos nitrogenados disminuyen alrededor del parto y

estan vinculados a la dieta de los animales (Cavestany et al., 2005, 2009; Pereira et al., 2010).

1.3. El Calostro
El calostro es la primera secrecién que produce la glandula mamaria previo al parto, las
concentraciones de inmunoglobulinas que contiene sobrepasan de 5 a 10 veces las presentes en
plasma (Elfstrand, et al., 2002); el paso de inmunoglobulinas de la madre hacia el calostro
inicia varias semanas previas al parto y es detenido abruptamente muy cercano a éste (Weaver

et al., 2000).

Debido a que la placenta de la vaca no permite que la sangre de la madre y el becerro se
combinen, no hay transmisién de anticuerpos (lIg's) hacia la cria in utero. Por lo tanto, al
momento del nacimiento el becerro presenta una agammaglobulinemia que a su vez es resuelta
con la ingestién de calostro. Dentro de las primeras 8 h posteriores al nacimiento la cria
adquiere lo que se conoce como inmunidad pasiva mediante la absorcion intestinal de Ig’s, y
que le confiere proteccion contra enfermedades hasta que su propio sistema inmune se

considere funcional (Godden, 2008).

1.3.1. Calostrogénesis
La sefalizacion para iniciar la produccion de calostro tiene que ver en gran medida con la

concentracion de varias hormonas tales como estrogenos, corticosteroides, hormona del

20



crecimiento (GH), prolactina (PRL) y progesterona (Pritchett et al., 1991) Al acercarse el parto
(2 a 3 semanas antes) se incrementan las concentraciones de estrogenos, PRL, GH y cortisol
(Convey, 1974), mientras que la concentracién de progesterona comienza a disminuir
drasticamente hasta concentraciones < 1.5 ng/mL las ultimas 36 h previas al parto (Tucker,
1981). Los cambios en las concentraciones de progesterona y estrégenos inician la actividad de
los receptores para internalizar 1gG; (Tucker, 1985), misma que se detiene una vez que termina
la calostrogénesis y comienza la produccion de leche (lactogénesis). Otro factor que puede
modificar las concentraciones de 1gG; es la implementacion de sistemas de ordefio preparto (10
dias) en donde se observa un aumento en la concentracion de IgG; en comparacién a vacas con

ordefas posparto (Winger et al., 1995).

Ademas de la transferencia de inmunidad, que se considera la funcién méas importante, el
calostro también cumple con el papel de nutrir a la cria en sus primeras horas de vida. Los
principales nutrientes que contiene son proteinas, como caseina e inmunoglobulinas, y grasa
(Davis y Drackley, 1998), los cuales se encuentran en porcentajes mayores que en leche, siendo
en proteinas una diferencia de 23.9% en calostro y 12.9% en la leche, mientras que de grasa
hay una diferencia en porcentaje de 6.7 y 3.6 respectivamente. Algunos otros nutrientes son
vitaminas B12, A, E, carotenos, riboflavina, acido félico, etc.; y minerales: Ca, Mg, Zn, Mn,

Fe, Co también se encuentran en el calostro (Godden, 2008).

1.4. El Periodo de Transicion y Enfermedades Presentes

Durante tres semanas previas al parto y tres semanas posteriores al mismo la vaca es sometida a
un desajuste metabolico drastico. En este periodo debe adaptar su metabolismo a las altas
exigencias que le demanda la movilizacion de nutrientes requeridos para la sintesis de calostro

y leche, ademas del cambio de régimen alimenticio acorde con su nuevo nivel de
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requerimientos nutricionales (Drackley, 1999). Durante las ultimas semanas de la gestacién el
consumo de alimento disminuye aproximadamente en un 30% (Grummer, 1995) lo cual facilita

la presentacion del BEN.

Uno de los principales objetivos en los sistemas de produccion lechera es lograr la gestacion de
las vacas lo antes posible despues de cada parto, lo que a su vez producird mas lactancias y mas
becerros durante la vida productiva de cada vaca. Factores técnicos como fallas en la deteccion
de celos, o bien, la incidencia de patologias posparto (y las consecuencias de éstas) provocan
ineficiencia reproductiva, impactando de forma negativa el futuro fértil de las hembras (Rutter,

2015).

1.4.1. Metritis y Endometritis

La presentacion de infecciones en el Utero (metritis, endometritis) depende en parte de aspectos
enddcrinos que involucran en particular a la progesterona (P;), la cual actia como
inmunosupresora a nivel uterino. Al formarse el primer cuerpo luteo (CL) después del parto, el
aumento de progesterona (P;) precede al surgimiento de las enfermedades uterinas. La
presencia de bacterias en lumen uterino puede no producir infeccion siempre que la P, se
mantenga en concentraciones bajas y tarde mas tiempo en incrementar (Del Vecchio et al.,

1994)

La accion inmunosupresora tanto de la P, como de los glucocorticoides contribuye a un
aumento de la contaminacién uterina y la sucesiva infeccion. La P, es inmunosupresora y
responsable en los mecanismos de sintesis de PGF2a y una gran variedad de citocinas
inmunomoduladoras. La accion de la PGF2a estimula la luteodlisis reduciendo la Py y
aumentando la concentracion de estrogenos (E) lo que aumenta las defensas uterinas. El utero

es muy resistente a infecciones durante la fase estrogénica de su ciclo (aproximadamente entre
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los dias 18 y 5) pero la susceptibilidad aumenta considerablemente durante la fase
progestacional, entre los dias 6 y 17 aproximadamente (Arck et al., 2007). En esta ultima fase
el utero es mas susceptible debido a varias razones: 1) el pH cervical, que es alcalino en
cualquier fase del ciclo estral, se vuelve menos alcalino (pH 7.2-7.4) que en la fase
progestacional (alrededor de 7.6) credndose condiciones favorables para el desarrollo de
bacterias (Tsiligianni et al., 2001), 2) el epitelio uterino es menos permeable a las bacterias, lo
cual ocasiona que el sistema inmunolodgico sea estimulado tardiamente, 3) hay una aparicion
retardada de leucocitos a niveles endometrial y en el lumen uterino y 4) Las secreciones

uterinas son escasas y no tienen accion de opsonizacion (Lewis, 2003).

Dentro del posparto debe diferenciarse una fase inicial comprendida entre el parto y el
momento en que comienza la sensibilizacion de la hipéfisis a la GnRH. En este periodo que
dura entre 8 y 14 dias, el ovario produce cantidades minimas de E; y P4. Se puede producir una
endometritis aguda posparto, precedida o no de retencion de placenta; a partir del momento en
que la hipofisis se hace sensible a la GnRH y hasta la primera ovulacion (periodo de duracion
variable), existen niveles elevados de PGF2a a nivel uterino necesarios para completar la
involucidn uterina. En hembras sanas y con adecuada nutricién la primera ovulacion tiene lugar
cuando la PGF2a llega a niveles basales. Durante esta fase, en un puerperio normal, la
poblacién bacteriana uterina que se habia incrementado por el parto, se reduce notablemente y
la ciclicidad ovarica se reinicia junto con un proceso de “auto limpieza” uterina. En vacas en
las que existen factores predisponentes como condicion corporal baja (inferior a 2.5), higiene
deficiente durante el parto, presentacion de patologias metabolicas (cetosis, hipocalcemia),
distocias, retencion de membranas fetales, etc., se observa una persistencia de agentes

microbianos después de la primera ovulacién con la consiguiente infeccion uterina. En este
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ultimo caso, los niveles de PGF,, permanecen elevados durante un periodo mayor inhibiendo y
por lo tanto postergando mas, el reinicio de la ciclicidad produciendo ademas una sub-

involucion uterina (Sheldon et al., 2006).

1.4.2. Lipidosis Hepatica
Otra de las enfermedades frecuentes durante el posparto es la lipidosis hepética, la cual
comienza a desarrollarse poco antes del parto, pero se agudiza al inicio de la lactancia
(Caddrniga-Valifio, 1997). Con frecuencia se ha observado en vacas gordas, pero también en
aquellas de condicion corporal media, por ello la condicion corporal al parto es considerada
solo un factor predisponente. Existe una correlacion positiva entre la pérdida de peso corporal
en el postparto y la presentacion del sindrome, lo cual explicaria la presentacion en vacas
gordas y también en vacas con un estado nutricional medio que sufren un déficit de energia

(Bobe et al., 2004).

La movilizacién de lipidos se inicia algunas semanas previas al parto, sin embargo, la
presentacion clinica mas severa se observa con frecuencia en la segunda semana de lactancia,
que es donde la infiltracion de grasa en el higado puede ser superior a 20% (Gruffat et al.,
1997). Normalmente se considera como fisioldgico un porcentaje de infiltracién lipidica de 12-
13%, que paulatinamente comienza a disminuir a medida que progresa la lactancia (Herdt,

2000).

La causa mas frecuente de deficiencias en consumo y disponibilidad de energia se asocia a una
ingesta insuficiente de alimentos, ya sea por falta en aporte o consumo voluntario limitado. Esta
situacion se puede presentar al emplear forrajes con escasa cantidad de materia seca, que

producen llenado ruminal, sin cubrir los requerimientos, trastornos digestivos que alteren la
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absorcion, disminucion del apetito o alimentos de mala calidad, con escasa digestibilidad o mal
balanceados (Contreras, 1997). El estrés del parto, los desbalances hormonales y una
combinacion de estos factores también pueden provocar el déficit de energia (Chilliard,

1993; Grummer, 1993).

Al entrar en BEN el nutriente mas limitado es la glucosa, ya que en la vaca debe ser sintetizada
mediante gluconeogénesis hepéatica a partir de sus precursores tales como propionato y
NEFA’s, que pueden contribuir en la formacion de glucosa en 30-50% (Sutton et al.,
2003; Bell, 1995), lactato, en aproximadamente un 10% (Huntington, 1990), aminoacidos, en
aproximadamente un 9% (Bell y Bauman, 1997) y glicerol en un 5%, pero que puede llegar
hasta un 23% en casos de ayuno prolongado (Bergman, 1990). La etapa de mayor
requerimiento de glucosa es la lactancia, asi, una vaca de 20 litros de produccion requiere 1,440

g/diarios de glucosa, que deben ser sintetizados por el higado (Orellana, 1994).

En este periodo de inicio de lactancia y en estado de BEN los animales presentan hipoglucemia
e hipoinsulinemia; ademas de una elevacion en concentracion de hormonas lipoliticas, como la
hormona del crecimiento (GH), el lactégeno placentario (LP) y la prolactina (PRL). Esta
condicion establece un balance metabdlico-hormonal, que favorece la movilizacion de grasas
desde las reservas corporales (Rukkwamsuk et al., 1999). Las hormonas lipoliticas determinan
que la capacidad de movilizacién de grasas de los tejidos de deposito sea Optima. Estas
hormonas actian en el tejido adiposo y activan a la lipasa sensible a hormonas mediante
fosforilacion mediada por AMPc, actuando sobre triglicéridos y transformandolos en
diglicéridos; posteriormente las hidrolasas especificas de diglicéridos y monoglicéridos liberan
acidos grasos y glicerol. Los acidos grasos son separados del glicerol y transportados en

circulacion unidos a proteinas especificas. La liberacion de adrenalina y noradrenalina también
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estimula la formacién de AMPc en tejido adiposo y muscular, por lo que en situaciones de
miedo y/o excitacion en los animales se producen pérdida de peso y aumento de la

concentracion de acidos grasos en la sangre (Hancock, 2008).

Principalmente en el higado, aunque también en mdsculos y rifiones, por medio de la R-
oxidacion los acidos grasos se convierten en moléculas de acetil CoA las cuales son
incorporadas al ciclo de Krebs para la produccion de energia (ATP). El glicerol dara origen a
glucosa en el higado. Cuando la cantidad de grasa movilizada supera la capacidad de oxidacion
por el higado, el excedente de moléculas de acetil CoA no ingresa al ciclo de Krebs, dando
origen a cuerpos cetonicos. El exceso de acidos grasos y de glicerol que ingresa al hepatocito
no se oxida, se reesterifica, dando origen a triglicéridos, ahora, dentro de la célula hepatica

(Grummer, 1993).

En situaciones normales la reesterificacion ocurre en el hepatocito, pero en cantidad moderada,
lo que se considera como reserva para ser usada como fuente de energia. La gran mayoria de
estos triglicéridos debe salir del hepatocito para ser utilizados como fuente de energia en otros
tejidos y para la sintesis de grasa en la leche (Herdt, 2000). Para que esto ocurra, el higado debe
ser capaz de sintetizar una apolipoproteina B (apo B), derivada de una lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL). Esta lipoproteina es la que se une a los triglicéridos y permite su transporte
desde el hepatocito hacia otros tejidos. Si la cantidad de triglicéridos que se esta reesterificando
en el higado excede la capacidad de éste para sintetizar los componentes de la VLDL, los
triglicéridos se depositan en los hepatocitos en forma de gotas de grasa (Herdt, 2000; Bobe et
al., 2004). Al inicio de la lactancia el higado disminuye su capacidad de sintetizar la
apolipoproteina B (apo B), por lo que la infiltracion grasa del higado, al inicio de la lactancia,

estd asociada a una severa disminucién intrahepatica de apoB (Gruffat et al., 1997).
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La infiltracion de triglicéridos altera las funciones del higado disminuyendo su capacidad de
gluconeogénesis (Cadorniga-Valifio et al., 1997) y limitando la eficiencia de los mecanismos
compensatorios de la vaca para enfrentar el déficit de energia al inicio de la lactancia. Las
lesiones observadas en el higado de vacas con lipidosis hepética son: aumento de volumen del
hepatocito, compresion de sinusoides, disminucién del reticulo endoplédsmico y dafio en las
mitocondrias. Este proceso de infiltracion de grasas también afecta al higado, musculos,
riflones, adrenales y otros tejidos, causando manifestaciones clinicas propias de disfuncion en

cada 6rgano donde se infiltra (Bobe et al., 2004).

1.4.3. Retencidn Placentaria

Es una alteracion reproductiva causante de importantes pérdidas econdémicas en produccion de
leche. Se puede considerar RP cuando la placenta no ha sido expulsada antes de las 12 h
posteriores al parto. En condiciones normales la expulsion de la placenta es favorecida por la
isquemia en los placentomas, ya que durante el parto y luego del mismo, se produce
vasoconstriccion en el Gtero lo que lleva a una necrosis gradual de la unién cardncula materna-
cotileddn fetal, y desprendimiento paulatino de las distintas capas de dicha union. Ademas,
dado que el cotileddén actia como cuerpo extrafio luego del parto, éste libera sustancias
quimiotacticas para favorecer la infiltracion de los placentomas por neutréfilos periféricos,

quienes digeririan la unién carincula materna-cotiledon fetal (Silva et al., 2002).

Factores que afectan la capacidad migratoria de los neutrofilos, provocarian en consecuencia un
menor numero de estos en los placentomas, y por lo tanto una menor cantidad de enzimas
proteoliticas disponibles para la digestion de la union materno-fetal. Se ha correlacionado la
disminucion en la actividad de los neutrofilos sanguineos durante el periparto con el retardo en

el desprendimiento de la placenta en la vaca (Kimura et al., 2002; Silva et al., 2002), asi como
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también una asociacion entre la mayor actividad quimiotactica de los placentomas y
significativamente mayor infiltracion leucocitaria de vacas con una expulsion normal de

placenta que los de vacas con retencidn placentaria (Beagley et al., 2010; Silva et al., 2002).

1.4.4. Hipocalcemia Posparto

La hipocalcemia posparto también puede afectar seriamente el metabolismo de los leucocitos
(Detilleux et al., 1995). La primera sefial que se puede detectar durante la activacion de los
leucocitos, es el incremento de la concentracion intracelular del calcio ionizado [Ca®*]; (Dubois
y Rouzaire-Dubois, 1993). Este incremento es necesario para poner en marcha los distintos
sistemas enzimaticos (para la sintesis y liberacion de interleucinas y otros mediadores
leucocitarios (Silva, 2002). La capacidad de migracion de los neutr6filos y su poder fagocitico,
también dependen fundamentalmente de los niveles del [Ca®'];, pues las proteinas que regulan
la diapédesis son dependientes de este mineral. Los pseuddpodos pueden contraerse debido a
que la miosina puede dirigir los filamentos de actina hacia areas del citoplasma que tienen una
alta concentracion de calcio. Los procesos de diapédesis y fagocitosis dependen en parte, de la
cascada enzimatica del acido araquiddnico con la produccion de leucotrienos, especificamente
del leucotrieno B,4. En este proceso, el calcio es fundamental y determinante para la activacion

de fosfolipasa A,, que es la primera enzima de la reaccién (Silva, 2002).

1.5. Calcio, Generalidades
El calcio es un mineral fundamental en la homeostasis de los vertebrados; entre sus funciones
importantes destacan contractibilidad muscular, actividad enzimatica, secrecion hormonal y
adhesion celular, asi como ser componente estructural de huesos y dientes (Rosol et al., 1995).
La regulacion de forma precisa de la calcemia en liquido extracelular es vital para mantener

una concentracion constante de calcio a pesar de variaciones en consumo Yy excrecion. Para
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lograr esto, los organismos se valen de diversos mecanismos endocrinos basados
principalmente en tres hormonas: paratohormona (PTH), calcitonina (CT) y vitamina D; sin
embargo algunas otras como los corticosteroides, estrogenos, T4, glucagon y prPTH también

pueden regular las concentraciones de calcio en situaciones especificas (Capen y Rosol, 1989).

Los animales neonatos o en crecimiento mantienen concentraciones de calcio extracelular
ligeramente mas altas que aquellos en edad adulta (Hazewinkel, 1991; Szenci et al. 1994). La
mayoria del calcio en vertebrados (99%) se encuentra en los huesos formando una matriz
inorgéanica conocida como hidroxiapatita. Del calcio restante 0.9% permanece en membranas
celulares y reticulo endoplasmico, y sélo el 0.1% se encuentra en el liquido extracelular. Del
calcio extracelular aproximadamente el 50% se encuentra en forma ionizada (Ca*), la cual es
la forma biol6gicamente activa. El resto del calcio estd unido a aniones como citrato,
bicarbonato, fosfatos o lactato, y a proteinas; ésta Ultima representa el 45% del calcio total y va
unido a sitios de carga negativa principalmente en albumina, y en minima parte a globulinas.
La fraccion que va unida a proteinas también sufre cambios debido al pH sanguineo, ya que
mientras éste se va tornando acido, la concentracion de calcio ionizado incrementa debido a
que se presenta “competencia’” por los sitios de union en proteinas con los hidrogeniones que se

estan generando en un estado de acidosis (Chew et al., 1992).

1.5.1. Funciones del Calcio
El calcio tiene dos principales funciones en un organismo: mantener integridad estructural de
huesos y dientes, y participar como mensajero o ion regulatorio (Ebashi, 1985). El gradiente de
concentracion con una diferencia entre liquido extracelular (1.2 mmol/L) y el citoplasma (100.0
nmol) le permiten funcionar como ion de sefializacion, y a su vez, activar una serie de procesos

dentro de las células. La membrana celular tiene una baja permeabilidad al calcio, por lo tanto,
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¢éste se vale de otros mecanismos para llegar al citoplasma, como el uso de “canales” regulados
por potencial de membrana, presencia de receptores o segundos mensajeros intracelulares
(Miller, 1992). El paso de calcio hacia el interior de las células puede regular la funcion celular
por medio de interacciones con proteinas captadoras de calcio, o de proteinas quinasas
sensibles a calcio y estimular respuestas biologicas como la liberacion de neurotransmisores,

contraccion muscular, adhesion y migracién celular (Brown, 1994).

1.5.2. Balance, regulacion y movilizacion
En animales adultos existe un balance entre la liberacién de calcio 6seo por actividad
osteoclastica, y aquel que es depositado para la formacion de huesos. Como todos los
minerales, el calcio debe ser ingerido en la dieta (proveniente directamente del alimento o por
suplementacion), y la mayoria de la absorcion de este mineral se da en duodeno (McDowell,

1992).

Una vaca destinada a produccidon de leche que pesa alrededor de 600 kg tiene aproximadamente
6 g de Caen plasma, y de 8 a 9 g en liquido extracelular. Al producir calostro y leche utiliza 20
a 30 g de Ca cada dia (Roig et al., 1999). Para evitar que este desbalance entre ingestion y
utilizacion de calcio se refleje en sangre, y esto provoque paresia o hipocalcemia subclinica, e
indirectamente enfermedades en periodo de transicion (metritis, retencion de placenta) la vaca
debe reemplazar el calcio “perdido” utilizando sus reservas en huesos, e incrementando la
capacidad de absorcion por intestino. El retiro sostenido de calcio 6seo sin una adecuada
regulacion de la calcemia puede provocar que se manifiesten problemas como osteoporosis
(Barton, 1978). La principal hormona que regula la calcemia es la parathormona (PTH), que se
sintetiza al disminuir los niveles de Ca™ sanguineo, y promueve la salida de calcio 6seo, asi

como también favorece la reabsorcion a nivel renal. Otro regulador en la homeostasis de calcio
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es el 1, 25-dihidroxicolecalciferol o calcitriol que estimula la absorcion intestinal de calcio. Se
produce en rifion a partir del 25-hidroxicolecalciferol o calcidiol en respuesta a la PTH. El
calcitriol es determinante como parte del balance de la calcemia, regulando la cantidad de
calcio absorbido por intestino. El calcio puede ingresar a circulacion sanguinea pasando entre
las células intestinales, o bien a través de ellas (Brown, 1994); en el primer mecanismo de
absorcion pueden ocurrir dos fenémenos: conveccion, donde el mineral se mueve junto con
agua, y difusion que se vale de un gradiente electroquimico. A traves de las células el calcio
puede movilizarse por medio de canales de membrana (Miller, 1992) y al entrar al citoplasma
debe ser amortiguado por proteinas especificas (calbindina, calmodulina) ya que en altas
concentraciones es toxico para las células, y es movilizado hacia su interior por medio de
vesiculas para las cuales no requiere amortiguacién previa ya que directamente no ingresa al
citoplasma; ésta Gltima es la forma en que el calcio es secretado por glandula mamaria

(Yanagawa y Lee, 1992).

En la glandula mamaria y por medio de ATPasas se moviliza al calcio hacia el aparato de
Golgi de las células epiteliales para posteriormente unirse a citrato y a caseina, y entonces ser
secretado por medio de vesiculas (Raeymaekers y Wuytack, 1996). Otro mecanismo de
movilizacion de calcio a través de las células es siendo intercambiado por Na* (por cada Ca*
que sale, ingresan tres atomos de Na') por medio de moléculas en la membrana celular

(Dominguez et al., 1992).

1.5.3. Transporte y reabsorcion renal

El rifidn es un d6rgano muy importante para mantener la homeostasis del calcio en un
organismo. Este 6rgano reabsorbe aproximadamente 98% del calcio filtrado, pero en ciertas

condiciones es capaz de eliminar concentraciones relativamente altas de este mineral a través
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de la orina (Bindels, 1993). El calcio en su mayoria atraviesa el filtrado glomerular (tanto su
fraccion ionizada como la unida a aniones) por conveccion y posteriormente se reabsorbe en
tubulos renales. Los rifiones reabsorben mas calcio (cerca de 40 veces) que el que se absorbe
via intestinal principalmente por la gran cantidad de sangre que llega al glomérulo. Si se reduce
la tasa de filtrado glomerular se altera la funcionalidad glomerular para la eliminacion de calcio

(Riccardi y Brown, 2009).

En los tubulos proximales se reabsorbe cerca del 70% del calcio por medio de difusion y
conveccidn, atravesando el espacio intercelular junto con agua. En la porcidn ascendente del
asa de Henle se absorbe otro 20% del calcio filtrado, sin embargo, el mecanismo aun no esta
claro. La mayoria del calcio al reabsorberse lo hace de forma pasiva, sin embargo, hay una
parte que se absorbe de forma activa (Rouse y Suki, 1990). El sitio de regulacion activa parece
ser el tabulo contorneado distal, el cual reabsorbe aproximadamente 10% del calcio filtrado y
es regulado por la paratohormona (PTH) (Bindels, 1993) la cual activa canales de calcio en las
células principales de este tubo. Las células renales expresan un receptor sensible a calcio en
sus membranas y éstos se sobreponen con los receptores a PTH, de esta forma el rifion puede
autorregular de forma parcial la reabsorcion renal de acuerdo con la concentracién sanguinea

de calcio (Brown y Hebert, 1996).

1.5.4. Absorcion intestinal
Para ser absorbido via intestino, el calcio se vale de dos mecanismos: transporte transcelular
(saturable) o intercelular (no saturable). EI porcentaje de absorcidn va en relacion inversa con
el consumo y aporte en las dietas; aquellas que son deficientes en calcio provocan aumento en
su absorcion (arriba del 95%), mientras que dietas ricas en este mineral presentan bajas tasas de

absorcion (alrededor de 40%). Sin embargo, las dietas altas en calcio son capaces de
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incrementar la calcemia debido al mecanismo no saturable de entrada; y dietas con déficit en
calcio mantienen niveles sanguineos estables debido a que existe una compensacion por parte
de la PTH, la cual estimula resorcion dsea, reabsorcion renal e incrementa la sintesis de 1-25
dihidroxivitamina D (Kaneko et al., 2008). Estos mecanismos son utilizados como estrategias

en alimentacion al formular dietas preparto en bovinos lecheros.

El transporte de calcio que es saturable es mediado por el calcitriol y ocurre de forma
predominante en el duodeno, aunque también se lleva a cabo en ciego y colon (Karbach y
Feldmeier, 1993). Esta via requiere de ingreso de calcio a células intestinales por medio de
canales, movimiento y amortiguamiento al llegar al citoplasma y finalmente salida por medio
de una Ca’-ATPasa. Una actividad importante del calcitriol en el epitelio del intestino es
aumentar la expresion de calbindina. Por el contrario, el mecanismo no saturable de absorcién
ocurre en intestino delgado y es del que se valen principalmente los organismos con
deficiencias de vitamina D; para que se lleve a cabo este mecanismo la concentracion de calcio
en lumen intestinal es un factor determinante, y mientras ésta incrementa, el calcio disponible
para ser transportado por esta via deja de estar disponible para transportarse por este
mecanismo, ya que el calcio precipita formando sales o complejos con aniones (McDowell,

1992).

Algunos factores que aumentan la tasa de absorcion intestinal de calcio son meramente
fisiolégicos: crecimiento, gestacion, lactacion; dietas con déficit de calcio también incrementan
la eficiencia con la que se absorbe este mineral (Lemann y Favus, 1999). Finalmente la
interaccién de otras hormonas como GH, PTH, testosterona, estrogenos, T3, T4 también

incrementan la absorcion intestinal de calcio. Los glucocorticoides por el contrario, y ademas
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estados crdnicos de acidosis metabolica (altas concentraciones de fosfatos, fitatos, oxalatos y

acidos grasos) provocan la formacién de complejos con calcio (Favus y Goltzman, 2009).

1.5.5. Consideraciones analiticas
El calcio total puede ser medido por colorimetria (Fraser et al., 1987) o incluso
espectrofotometria de absorcion atomica; directamente en suero, plasma (heparinizado) o
incluso orina. Como consideracion general se debe tomar en cuenta que animales con
hipoalbuminemia también pueden presentar hipocalcemia debido a que hay una fuerte
correlacion lineal entre estos dos analitos (Bienzle et al., 1993). La fraccion ionizada puede
determinarse por medio de electrodo de ion selectivo en muestra de sangre completa, plasma o

SuUero.

1.5.6. Consecuencias de hipocalcemia
Ante las bajas concentraciones de Ca, la capacidad contréactil del musculo liso uterino e
intestinal, y el funcionamiento de las células del sistema inmune disminuyen (Kimura et al.,
2006). Esta condicion incrementa el riesgo para la presentacion de otras enfermedades como
higado graso, cetosis, retencion de placenta, metritis y endometritis (Martinez et al., 2012). Las
vacas que presentan alguna patologia uterina después del parto tienen mayor riesgo de no
quedar gestantes dentro de los primeros 120 dias posparto, lo que reduce su eficiencia
productiva y reproductiva e incrementa el riesgo de ser eliminadas del hato (Gilbert et al.,
2005; Chamberlin et al., 2013). Por otro lado, las vacas que no presentan ningn problema al
parto, pero que presentan hipocalcemia subclinica, pueden desarrollar infecciones uterinas
posparto (Martinez et al., 2012). Asimismo, estas enfermedades infecciosas nos obligan a tratar

a los animales y a utilizar una mayor cantidad de antibioticos, mismos que representan un
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riesgo de contaminacion o eliminacion de la leche producida, lo que se traduce en importantes

pérdidas econdémicas

1.6. Hipocalcemia Subclinica

La hipocalcemia subclinica se ha definido como una concentracion sérica de calcio menor a
2.00 mmol/L en los primeros 3 dias posparto sin la presencia de signos clinicos (Goff, 2000).
Este trastorno se presenta en el 25 % de las vacas primiparas y aumenta al 47 % en vacas de
mayor nimero de partos (Reinhardt et al., 2011). En un estudio realizado por Martinez et al.
(2012) utilizando vacas con alto riesgo de presentar metritis, se encontrd6 que las que
presentaron concentraciones de calcio total (Ca;"") menores a 2.14 mmol/L presentaron metritis
y reduccion de la fertilidad en su primera inseminacién. En otros estudios, se ha observado que
la prevalencia de hipocalcemia subclinica fue del 60 y 72% en vacas primiparas y multiparas
respectivamente, también se ha observado que algunas vacas presentan valores menores a 2.00
mmol/L incluso por mas de 3 dias (Salgado et al., 2014), por lo que se teoriza que las vacas que
tardan mas dias en normalizar su calcemia, presentan mayor predisposicion a problemas
uterinos.

En E.U. y Canadéa la hipocalcemia clinica (paresia posparto) ha disminuido de un 5.2% a un
2.4% en un periodo aproximado de 10 afios (2002 a 2012) y en su mayoria se debe a la
implementacién de estrategias en alimentacion, como el uso de sales anidnicas. Sin embargo, si
hablamos de hipocalcemia subclinica permanece entre 25 y 47% afectando a vacas primiparas

y multiparas, respectivamente (Reinhardt et al., 2011).
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1.7. Hipomagnesemia y Relacion con Hipocalcemia
Normalmente la PTH también incrementa la reabsorcion renal de magnesio, en cuadros de
hipocalcemia en donde se provoca como respuesta un incremento en la produccion de PTH, el
magnesio sanguineo permanecerd elevado. La hipomagnesemia provoca un blogueo a la
liberacion de PTH, actuando a nivel de los receptores para esta hormona (Goff, 2006). Al
unirse la PTH a su receptor se activa la adenilato ciclasa y con esto se produce fosfolipasa C,
que es un segundo mensajero y resultando en la produccion de diacilglicerol e inositol 4, 5-
trifosfato; tanto adenilato ciclasa como fosfolipasa C requieren magnesio para tener una
actividad completa. En humanos se ha visto que la hipomagnesemia es causante de
hipocalcemia, y que el tratamiento administrando magnesio Unicamente resuelve el cuadro
clinico, a diferencia de terapias con calcio y/o vitamina D que se consideraron ineficaces (Rude
et al., 1998). Las reservas de magnesio son minimas y por tanto poco significativas, lo que
implica que en animales con hiporexia/anorexia el aporte en dieta sera deficiente y por tanto se
presentara hipomagnesemia. El rumen es préacticamente el Unico sitio de absorcion de
magnesio, y para poder ser absorbido y entrar a circulacion se vale de un mecanismo de
transporte activo dependiente de sodio. Sin embargo, la solubilidad del magnesio disminuye
cuando el pH ruminal sobrepasa 6.5, por lo que en alcalosis ruminal se bloquea su capacidad de
absorcién de este mineral y no se lograra una normomagnesemia. La concentracion elevada de
acidos insaturados como palmitico, linolénico y linoleico en algunos forrajes puede provocar la

formacion de sales insolubles de magnesio (Cook et al., 1994).

1.8 Dietas Preparto

Como parte de los manejos previos al parto se administran dietas que son deficientes en calcio,

lo que lleva a las vacas a presentar un balance negativo del mineral y a una ligera hipocalcemia.
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Lo anterior estimula la secrecion de PTH y a su vez aumenta resorcion 6sea y produccion de
1,25-dihidroxicolecalciferol; el flujo de calcio incrementa y el intestino esta preparado para
absorber calcio de forma mas eficiente. Al momento del parto la salida de calcio hacia glandula
mamaria es menos evidente ya que la vaca puede responder més eficientemente a una eventual
hipocalcemia al tener osteoclastos ya activos, y si posterior al parto se suplementa la racion con
calcio. El estimulo previo a los enterocitos ocasionado por la 1,25-dihidroxivitamina D haré
que éstos absorban de manera mas rapida y en mayor porcentaje el calcio. Estos mecanismos
pueden tardar hasta 3 dias posteriores al parto para funcionar si la vaca no fue previamente

sensibilizada para una elevada demanda de calcio (Goff, 2006).

1.9 Equilibrio Acido/base
Los animales requieren de un equilibrio delicado entre la concentracion de hidrogeniones (H")
y el bicarbonato (HCOs). Al incrementarse la concentracion sanguinea de H*, ya sea por una
ganancia de éstos o por pérdida de HCOs3, el pH sanguineo disminuira, llevando a los animales
a un proceso de acidosis metabolica. Por el contrario, si un animal presenta pérdida de cloro
(deshidratacion hipotonica) ganara HCO3 como mecanismo para mantener electroneutralidad, y
esto llevara al pH por arriba de su intervalo de referencia lo cual se interpreta como una
alcalosis metabolica. Cualquiera de estos desequilibrios, ya sea acidosis o alcalosis, van a
provocar interrupciones en multiples procesos metabolicos, que a su vez van a llevar al animal
a una manifestacion clinica muy diversa en cuanto a signos que generalmente tienden a agravar

los procesos de acidosis/alcalosis y de no resolverse éstos se compromete la vida del paciente.

La respiracion también aporta en gran medida al equilibrio acido/base. Mediante la respiracion
se lleva a cabo la eliminacién de dioxido de carbono (COy) lo cual generalmente incrementa

como mecanismo de compensacion ante una acidosis metabodlica. Sin embargo, una alteracion
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que impida una adecuada respiracién en los animales y en consecuencia un aumento en la
concentracion de CO, de forma primaria también ocasionard un proceso de acidosis
(respiratoria) y en consecuencia una disminucién en el pH sanguineo. Un estado de alcalosis
metabdlica favorece la presentacidn de hipocalcemia, ya sea de forma clinica (paresia posparto)
o subclinica, afectando tanto la eficiencia de la resorcion 6sea de calcio como la produccion de

1, 25-dihidroxivitamina D.

1.10 Relacién Edad e Hipocalcemia
A medida que las vacas aumentan su vida productiva, especialmente sobrepasando la tercera
lactacion, es mas dificil que mantengan de manera constante la calcemia dentro de su
normalidad. Conforme van terminando su periodo de crecimiento hacia el final de la primera
lactacion, el numero de células 6seas activas (osteoblastos y osteoclastos) disminuye, lo que
significa un menor nimero de osteoblastos y a su vez una respuesta pobre al estimulo de PTH
que pudiera estarse liberando al haber hipocalcemia (Hanai et al., 1990). Ademas, al haber
menos osteoclastos maduros, el proceso de resorcion 0sea tarda mas tiempo, debido a que éstos
deben reclutarse a partir de sus progenitores. Los receptores en intestino para 1, 25 (OH),D3
disminuyen al aumentar la edad (Horst et al., 1990), asi como también lo hacen los receptores

en rifion para PTH (Hanai et al., 1990).

1.11 Calcio, Cortisol y su Impacto en Respuesta Inmune
El estrés del parto y el inicio de la lactacion son procesos asociados con incremento en la
susceptibilidad a infecciones (Chiodini et al., 1984). La capacidad de respuesta en los
leucocitos va disminuyendo cerca del parto, y se recupera hasta 2 a 3 semanas posteriores a éste
(Kehrli y Goff, 1989). Para que los leucocitos se activen, un factor muy importante es un

incremento en la concentracién de calcio ionizado (Ca®";) intracelular, el cual actlia como
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segundo mensajero de transduccion de sefiales (Grafton y Thwaite, 2001). La magnitud de este
aumento corresponde con la capacidad de respuesta y funcién de los leucocitos (Partiseti et al.,
1994). El aumento en la demanda de Ca** que involucra la produccion de calostro y leche en
vacas afecta la cantidad que puede liberarse desde el reticulo endoplasmico de células
inflamatorias y con ello afecta la capacidad de respuesta celular. En vacas a las cuales se les
removié la glandula mamaria quirdrgicamente se comprobé que en el periparto no presentaban

hipocalcemia ni el mismo grado de inmunosupresion (Nonnecke et al., 2003).

En animales se ha observado que hay un efecto inhibitorio entre la presencia de
glucocorticoides con la absorcion intestinal de calcio, sin embargo, los mecanismos
moleculares para que esto suceda parecen ser poco claros (Weinstein et al., 1998). En pollos
con raquitismo se observé que el calcitriol estimula la absorcion intestinal de calcio e induce la
sintesis de dos grupos de proteinas ligadoras (CaBP): uno soluble y otro de membrana. Al
administrar acetato de cortisol se provocd una disminucion en la absorcion de calcio
relacionada a su vez con una disminucion en la CaBP soluble. EIl cortisol actu6 de forma
similar en pollos a los que se les administré 1,25-dihidroxivitamina D3 lo que sugiere que el
efecto del glucocorticoide no es en su mayoria afectando la sintesis de éste. La absorcién de Ca
estd directamente relacionada con la CaBP y la actividad de fosfatasa alcalina Osea, e
inversamente a la tasa de union con la CaBP soluble (Feher y Wasseman, 1979; Hoenderop et

al., 2005).

La hipocalcemia parece ser un factor “anexo” e independiente con la elevacion de cortisol, pero
ambos cambios a su vez repercuten de forma negativa en la capacidad de las células
inflamatorias para montar una respuesta inmune ante un eventual proceso infeccioso. Por un

lado, la hipocalcemia (clinica o subclinica) disminuye la cantidad de este mineral almacenado
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dentro de las células y con ello baja la capacidad de respuesta (Patschan et al., 2001), y por otro
el aumento en concentracion de cortisol inhibe la capacidad de migracion celular de los
neutrofilos y disminuye la cantidad de linfocitos en circulacion debido a que los secuestra en

linfonodos y a su accidn linfolitica (Stockham y Scott, 2013).

1.12 Determinacion de Lactato y Glucosa en Estrés Agudo

La demanda de glucosa en bovinos lecheros involucra una gran movilizacion para satisfacer las
necesidades energéticas del animal, asi como para el mantenimiento de la lactacion. La mayoria
de la glucosa utilizada se genera por gluconeogénesis, y proviene de fuentes como propionato,
lactato, isobutirato, etc. Se sabe que la liberacion de sustancias como catecolaminas y/o
glucocorticoides en eventos de estrés, ya sea agudo o crénico (respectivamente) modifican la
distribucion y capacidad de utilizacion de la glucosa plasmatica (De Koster y Opsomer, 2013).

Para evidenciar el efecto que tiene el estrés sobre la glucosa, Rand et al., 2002 caracterizaron
los cambios en las concentraciones de glucosa en sangre en gatos sanos expuestos a un estrés
corto (bafio), y se determinaron las asociaciones entre las concentraciones de glucosa,
indicadores conductuales de estrés y variables sanguineas implicadas en la hiperglucemia por
estrés (glucosa plasmatica, lactato, insulina, glucagon, cortisol, epinefrina, y concentraciones de
norepinefrina). Las concentraciones de glucosa y lactato aumentaron rapida en respuesta al
bafio, sin embargo, no hubo correlacion significativa entre los cambios en concentraciones
medias de glucosa y las concentraciones medias de insulina o cortisol. Se propuso que la
gluconeogénesis estimulada por la liberacion de lactato es el mecanismo probable para la

hiperglucemia en gatos sanos en este modelo de estrés agudo.
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2. Objetivo

Caracterizar metabolitos sanguineos acido/base y establecer su relacion con la concentracion

sérica de calcio y cortisol en vacas lecheras en el periparto.

2.1. Objetivo(s) especifico(s)

- Comparar las determinaciones de calcio total y calcio ionizado en el monitoreo de
calcemia en vacas lecheras.

- Determinar la relacion entre cortisol y lactato para la utilizacion de ambos como

indicadores de estrés en vacas lecheras.

3. Hipotesis
Existe una relacion entre la concentracion de calcio (ionizado y total) y las concentraciones

séricas de analitos acido/base y cortisol durante el posparto en vacas.

Las concentraciones de cortisol y lactato estan relacionadas, por lo que ambas pueden funcionar

como indicadores de estrés en bovinos durante el posparto.

4. Material y métodos

4.1. Descripcion del &rea de muestreo
El presente estudio fue realizado en el establo lechero “Las Coronelas” ubicado en el municipio
de Pedro Escobedo del estado de Querétaro, México (20° 30°45.2°" norte y 100° 06°43.9”’
oeste). La altitud de la region es de 1900 metros sobre el nivel del mar y el clima de la zona es
templado con lluvias en verano, con una temperatura media anual de 18 °C y una temperatura

maxima de 33.5 °C (Ruiz, 2015).
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4.2. Seleccion de Animales
Se tomaron muestras sanguineas de vena coccigea en doce vacas altas productoras, de segundo
parto, clinicamente sanas. Se utilizaron doce vacas altas productoras de segundo parto,

clinicamente sanas de las cuales se colectaron muestras sanguineas de la vena coccigea.

4.3. Toma de Muestras
Los muestreos se realizaron a las 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 h posteriores al parto. Se
utilizaron tanto tubos con sistema de vacio sin anticoagulante, como jeringas previamente
heparinizadas utilizando sal de heparina de litio. A los tiempos ya mencionados los animales
fueron contenidos en su corral, ya sea dentro de sus camas o0 en la trampa de alimentacion
(tratando de evitar el estrés previo a la toma de las muestras) y una vez inmovilizados se tomd y
registré la temperatura corporal, se aplic6 de forma tdpica alcohol al 70% como medida de
asepsia en la parte ventral de la cola. Posteriormente se ubicé la vena coccigea para realizar la
puncién con aguja calibre 21 y adaptador para sistema de vacio, se coloco el tubo sin
anticoagulante dentro del adaptador, decantando la sangre a través de su pared para evitar
hemolisis en las muestras. Posterior al llenado del tubo éste se retird junto con la aguja y su
adaptador, e inmediatamente después se punciond nuevamente vena coccigea utilizando una
aguja calibre 27 con jeringa de 1 mL de capacidad a la que previamente se le introdujo sal de
heparina de litio y se Ilené con 0.7 a 1mL de sangre. Los tubos sin anticoagulante fueron
colocados en una gradilla a temperatura ambiente alrededor de 10 min para posteriormente
almacenarse en refrigeracion (4 °C), mientras que las jeringas con sangre heparinizada se

colocaban en agua con hielo poniendo un tapén de goma en la punta de la aguja.

42



4.4. Procesamiento de Muestras
Las muestras sanguineas sin anticoagulante fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10 min
utilizando una centrifuga clinica para separar el suero una vez que se retrajo el coédgulo
(alrededor de 50 min después de la toma de la muestra). El suero se colocd en microtubos
Eppendorf® con capacidad de 1.5 mL mediante decantacién. Las muestras de suero fueron
identificadas anotando en el tubo el nimero de animal y el tiempo de toma de muestra para
colocarlos en congelacion y posteriormente remitirlos al departamento de Patologia Clinica
(FMVVZ UNAM) donde se determinaron concentraciones de calcio total mediante colorimetria
utilizando un fotocolorimetro automatizado marca DIRUI® modelo CS-T240 vy electrolitos
mediante un analizador por ion selectivo marca EasyLite®. Otra parte del suero fue remitida al
departamento de reproduccion de la FMVZ UNAM para determinar cortisol por medio de

ELISA.

La sangre con heparina se procesd dentro de los primeros cinco minutos después de su
obtencién utilizando un gasémetro portatil (EPOC IL®) que determina los siguientes analitos:
pH, pCO2, pO2, glucosa, lactato, bicarbonato, calcio ionizado, sodio y potasio mediante el uso

de tarjetas electronicas.

4.5. Analisis de Resultados
Se realizé un andlisis de regresion lineal simple y cuadratica utilizando Excel para Windows®,
tomando como variable explicativa el tiempo de muestreo después del parto, la concentracion
de calcio total y la de calcio ionizado, y como variables de respuesta el pH sanguineo,
concentraciones de lactato, bicarbonato, cortisol; calculo de diferencia de iones fuertes (DIF) y
acidos no volatiles (ANV). Ademas, se realizé una regresion con un modelo multivariado para

establecer relaciones entre analitos.
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5. Resultados

5.1. Efecto del tiempo

Se determin0 la existencia de una relacion entre cada uno de los distintos analitos acido/base,
ademas de calcio (total y ionizado), glucosa y cortisol con el tiempo posparto, asimismo el tipo

de relacion que existiese entre ambas variables.

Cuadro 1. Relacion del tiempo y analitos sanguineos en vacas lecheras

postparto.
Tiempo r Prob>|t|
**pH 0.59 <0.0001
**HCO3 0.67 <0.0001
*Lactato -0.59 0.0022
*Ca' 0.01 0.666
*Cay' 0.24 0.0136
**Glucosa -0.21 0.0009
*DIF 0.75 <0.0001
**ANV -0.26 0.0002
*Cortisol -0.25 0.0243

Coeficientes de correlacion y probabilidades del modelo de regresion lineal
(*)/cuadrético (**) para la determinacién del efecto del tiempo desde el preparto hasta
las 96 h posparto. Nivel de significancia P<0.05. Ca;**: Calcio ionizado; Ca,"™*: Calcio
total; DIF: diferencia de iones fuertes; ANV: acidos no volatiles.

El efecto del tiempo resultd estadisticamente significativo (P < 0.05) en todos los analitos, a
excepciéon de la fraccion ionizada de calcio, lo cual indica entonces que éste no presenta
cambios a través del tiempo medido. Los analitos relacionados con equilibrio acido/base
mostraron un mayor coeficiente de correlacion (r); tanto el pH, el bicarbonato (con una relacion
cuadratica a través del tiempo); el lactato (éste dltimo con una correlacion negativa) y la

diferencia de iones fuertes presentaron una relacion lineal a través del tiempo. Conforme
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avanza el tiempo posparto el pH sanguineo va incrementando, al igual que el bicarbonato y la
diferencia de iones fuertes; caso contrario ocurre con el lactato que disminuye su concentracion
a través del tiempo.

En las graficas siguientes (1 a 4) se muestra el comportamiento de los analitos &cido/base a
través del tiempo.

En primer lugar se observa que el pH sanguineo (gréfica 1) parte de valores cercanos a 7.35 y
va incrementando desde el preparto hasta las 48 h posparto, para posteriormente ir perdiendo
esa tendencia y mantener valores alrededor de 7.40 hasta las 96 h posparto.

IGrf]lfica 1. Comportamiento de pH sanguineo desde el preparto hasta las 96 horas posparto en vacas
echeras.

7.65
@
76 ®

7.55

@
L _J

7.5

7.45

[ )
.::%
o @ “&O

7.4

colmm o
ems'@
eemeo
e

7.35

e o e @0
© o o@m® e

pH sanguineo
=]

coembh oo ®

@@

7.3

7.25
$ y = -3-05x2 + 0.0045x + 7.3578
7.2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Horas posparto

Modelo cuadratico de regresion para las variables horas postparto (eje: x) y pH sanguineo (eje: y) en bovinos (n = 12) posparto
después de 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 horas. Nivel de significancia P<0.05, r?>=0.348.

El comportamiento es muy similar con el bicarbonato (grafica 2), el cual inicia en el preparto
con concentraciones cercanas a los 23 mmol/L y comienza a incrementarse conforme avanza el
tiempo posparto, y posterior a las 48 h se observa en la grafica que los valores permanecen

alrededor de los 30 mmol/L hasta las 96 h posparto.
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Graéfica 2. Comportamiento de la concentracion de bicarbonato sanguineo desde el preparto hasta las 96
horas posparto en vacas lecheras.
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Modelo cuadrético de regresion para las variables horas postparto (eje: x) y bicarbonato sanguineo (eje: y) en bovinos (n = 12)
posparto después de 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 horas. Nivel de significancia P<0.05, r>=0.449.

La dindmica de lactato (gréfica 3), muestra un comportamiento lineal, su concentracion
(mmol/L) en el preparto fue cercana a 1.2 mmol/L y fue disminuyendo hasta las 96 h en donde
el lactato fue inferior a 1.0 mmol/L. La diferencia de iones fuertes (sodio — cloro) (gréfica 4)
que también se comporta de manera lineal y en el preparto se observa cercana a un valor de 35

mmol/L va incrementandose hasta las 96 h donde supera los 44 mmol/L.
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Gréfica 3. Comportamiento de la concentracién de lactato sanguineo desde el preparto hasta las 96
horas posparto en vacas lecheras.
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Gréfica 4. Comportamiento en la diferencia de iones fuertes sanguineos desde el preparto hasta las 96
horas posparto en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresion para las variables horas postparto (eje: x) y diferencia de iones fuertes (eje: y) en bovinos (n = 12)
posparto después de 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 horas. Nivel de significancia P<0.05, r’=0.562.
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En las gréficas anteriormente descritas se observa que las vacas en el preparto mostraron
cambios correspondientes con acidosis metabolica con un componente mixto (disminucion de
pH, bicarbonato y diferencia de iones fuertes; aumento de lactato) que conforme avanza el
posparto y en las mediciones realizadas hasta las 96 h fue evidenciada una cinética que
demostraba laaparente resolucion de dicho estado, el incremento de pH en paralelo con el
bicarbonato, ademas de una disminucién de lactato y aumento de la diferencia de iones fuertes

(deplecion y/o redistribucion de cloro).

5.2. Calcio total y analitos acido/base
En la tabla 2 se presenta el calcio total (mmol/L) y se muestra una relacion significativa (P <
0.05) con el bicarbonato, lactato y la diferencia de iones fuertes, pero no con el pH sanguineo ni
con los acidos no volatiles. Aungue algunos analitos acido/base si muestran una relacion lineal
con las concentraciones de calcio total, se observa que el coeficiente de correlacién en todos los
casos es muy bajo, lo que indica que el impacto sobre el calcio total que tienen las

determinaciones de equilibrio acido/base son muy bajas.

Cuadro 2. Relacion de calcio total con analitos sanguineos en vacas lecheras

posparto
Calcio total r Prob>|t|
pH 0.15 0.1558
HCO3 0.26 0.0136
Lactato -0.06 0.0022
DIF 0.25 0.0184
ANV -0.19 0.0819

Coeficientes de correlacion y probabilidades en un modelo de regresion lineal para la
determinacion del cambio en concentracion de calcio total y analitos sanguineos. Nivel
de significancia P<0.05. DIF: diferencia de iones fuertes; ANV: &cidos no volatiles.
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La gréafica 5corresponde con pH sanguineo y medicion de calcio total, muestra elevada
dispersion de las distintas determinaciones de calcio, asi como una P> 0.05, la cual indica que
no hay una relacion lineal entre ambos analitos, por lo que en los tiempos medidos no hay una

modificacion de calcio total en funcion a los cambios en pH sanguineo.

Gréfica 5. Relacion de calcio total sérico y determinaciones de pH sanguineo en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresion entre las variables pH sanguineo (eje: x) y calcio total (eje: y) en bovinos (n = 12). Nivel de
significancia P<0.05, r?=0.022.

En cuanto a la relacién entre el calcio total y bicarbonato sanguineo (gréfica 6) se observo una
relacion lineal positiva (P<0.05). Sin embargo, el coeficiente de correlacion es muy bajo lo que

indica que la dispersidn es alta y la interaccién de ambos no es Gtil como modelo.
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Graéfica 6. Relacion de calcio total sérico y mediciones de bicarbonato sanguineo en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresion entre las variables bicarbonato sanguineo (eje: x) y calcio total (eje: y) en bovinos (n = 12). Nivel de
significancia P<0.05, r?=0.068.

El lactato guarda una relacion lineal significativa (P = 0.0022) con calcio total, sin embargo, la
relacién entre ambos es inversa y su coeficiente de regresion es sumamente bajo lo que
corresponde con la elevada dispersion que se observa y que nuevamente indica que la

interaccidn de ambos analitos (figura 7).
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Graéfica 7. Relacion de calcio total sérico y determinaciones de lactato sanguineo en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresion entre las variables lactato sanguineo (eje: x) y calcio total (eje: y) en bovinos (n=12). Nivel de
significancia P<0.05, r?=0.004.

En cuanto a la diferencia de iones fuertes y el calcio total, estos si presentan una relacion
significativa (P= 0.0184) en un modelo lineal; en la grafica 8 se observa la dispersion de las

determinaciones que corresponde con un coeficiente de correlacion bajo.
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Gréfica 8. Comportamiento de calcio total sérico en distintas determinaciones de diferencia de iones
fuertes desde el preparto hasta las 96 horas posparto en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresion para las variables diferencia de iones fuertes (eje: x) y calcio total (eje: y) en bovinos posparto
(n=12). Nivel de significancia P<0.05, r>=0.062.

5.3. Calcio ionizado y analitos acido/base

En el cuadro 3 se enumeran los coeficientes de correlacién para los analitos acido/base y el
calcio ionizado, todos ellos con una correlacion muy baja (P>0.05). Se observa ademas que
para ninguno de los analitos listados la correlacion resulta significativa estadisticamente, ya que
el valor de P se mantiene > 0.05 lo que indica que los cambios del estado acido/base en los

animales muestreados no estan asociados a la fraccion libre de calcio en sangre.
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Cuadro 3. Relacion de calcio ionizado con analitos sanguineos en vacas
lecheras posparto.

Calcio ionizado R Prob>|t|
pH -0.15 0.1518

HCO3 0.04 0.6849
Lactato -0.07 0.5203

DIF 0.04 0.7214

ANV -0.17 0.1360

Coeficientes de correlacién y probabilidades en un modelo de regresion lineal para la
determinacion del cambio en concentracion de calcio ionizado y analitos sanguineos.
Nivel de significancia P<0.05. DIF: diferencia de iones fuertes; ANV: &cidos no
volatiles.

Gréfica 9. Comportamiento de calcio ionizado en distintas determinaciones de pH sanguineo desde el
preparto hasta las 96 horas posparto en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresion para las variables pH sanguineo (eje: x) y calcio ionizado (eje: y) en bovinos (n = 12) posparto
después de 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 horas. Nivel de significancia P<0.05, r?=0.022.
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Gréfica 10. Comportamiento de calcio ionizado en distintas determinaciones de bicarbonato sanguineo
desde el preparto hasta las 96 horas posparto en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresion para las variables bicarbonato (eje: x) y calcio ionizado (eje: y) en bovinos (n = 12) posparto
después de 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 horas. Nivel de significancia P<0.05, r’=0.0016.

Grafica 11. Comportamiento de calcio ionizado en distintas determinaciones de lactato sanguineo
desde el preparto hasta las 96 horas posparto en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresion para las variables lactato (eje: x) y calcio ionizado (eje: y) en bovinos (n = 12) posparto después de
3, 6,12, 18, 24, 48, 72 y 96 horas. Nivel de significancia P<0.05, r?=0.005.
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Gréfica 12. Comportamiento de calcio ionizado y determinaciones de diferencia de iones fuertes desde
el preparto hasta las 96 horas posparto en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresion para variables diferencia de iones fuertes (eje: x) y calcio ionizado (eje: y) en bovinos (n = 12)
posparto después de 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 horas. Nivel de significancia P<0.05, r>=0.002.

Grafica 13. Comportamiento de calcio ionizado y determinacion de &cidos no volatiles desde el
preparto hasta las 96 horas posparto en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresion para las variables acidos no volatiles (eje: x) y calcio ionizado (eje: y) en bovinos (n = 12) posparto
después de 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 horas. Nivel de significancia P<0.05, r>=0.029.
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5.4. Calcio total y calcio ionizado

En la grafica 14 se muestra la estrecha relacion que tienen el calcio total y calcio ionizado. Se
observa que hay una relacion directa, con un coeficiente de correlacion elevado (r = 0.829) y
una P < 0.0000; las determinaciones muestran muy poca dispersién. Ambos analitos guardan
una marcada relacion y el cambio en la concentracion de calcio total impacta de forma positiva

en la concentracion sanguinea de calcio ionizado en periparto de bovinos.

Gréfica 14. Medicion de calcio total sérico y calcio ionizado sanguineo desde el preparto hasta las 96
horas posparto en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresién para las variables calcio ionizado (eje: X) y calcio total (eje: y) en bovinos (n = 12) posparto después
de 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 horas. Nivel de significancia P<0.05, r’=0.689.

5.5. Cortisol y lactato

Existe evidencia estadistica (P = 0.004) para determinar que hay una relacion directa entre la
concentracion de cortisol y lactato durante el periparto de vacas lecheras. Aunque al haber

relacion entre ambas variables se demuestra que el incremento de lactato corresponde a su vez
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con elevacién de cortisol, hay marcada dispersion, y esto indica que la asociacion de ambos

analitos como modelo no es conveniente.

Gréfica 15. Comportamiento de cortisol sérico y determinaciones de lactato sanguineo desde el
preparto hasta las 96 horas posparto en vacas lecheras.
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Modelo lineal de regresion para las variables lactato (eje: x) y cortisol (eje: y) en bovinos (n = 12) posparto después de 3, 6, 12,
18, 24, 48, 72 y 96 horas. Nivel de significancia P<0.05, r?=0.119.

6. Discusion
La concentracion de calcio total (medido por colorimetria) en los tiempos de muestreo mostro

una fuerte relacion con las determinaciones de calcio ionizado por gasometria.

El calcio en la circulacion esta distribuido en tres fracciones en el organismo: calcio libre
(ionizado), unido a proteinas y unido a aniones no proteicos (fosfatos, citrato, lactato). La
fraccion ionizada es aquella bioldgicamente activa y representa aproximadamente un 50 — 60%
del calcio total en animales. Experimentalmente el calcio puede medirse por diversas
metodologias, entre ellas la espectrofotometria (Kimura et al., 2006, Martinez et al., 2012); sin
embargo, para el seguimiento de la calcemia en bovinos lecheros en condiciones de campo

usualmente la determinacion de calcio total se realiza por medio de colorimetria (Westgard et
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al., 1999), el cual es un método de medicion barato y relativamente disponible, sin embargo se
debe considerar que la presencia de hemolisis en el suero, atribuible a la obtencion o manejo de
la muestra, asi como el tiempo de almacenamiento puede causar interferencia analitica y con
ello falsos incrementos en los valores obtenidos (Schenk y Chew, 2008), como resultado se
puede estar subestimando la incidencia de hipocalcemia en los animales; Otro factor a
considerar es, que una vez obtenidas las muestras, éstas deben ser transportadas a un
laboratorio que cuente con equipos especializados (fotocolorimetros), que esté validado para el
procesamiento de muestras bioldgicas de animales y que tenga certificados de calidad; si bien
las muestras pueden enviarse por paqueteria a cualquier destino, el tiempo y las condiciones de
envio pueden no ser Optimos para la preservacion de las muestras y la confiabilidad de los

resultados (Boyanton y Blick, 2002).

Con la realizacion de este estudio se ha demostrado la estrecha relacion que existe entre la
fraccion ionizada de calcio (determinada por ion selectivo mediante un gasometro portatil) y la
medicion de calcio total (que se mide por colorimetria), de tal forma que ambos analitos y
métodos de medicidn pueden resultar validos para el seguimiento de la calcemia en el posparto
de vacas productoras de leche. Al utilizar de manera indistinta ambos métodos de medicion se
debe considerar entonces la ventaja en el uso de un gasémetro portatil, que puede ser adquirido
por parte de un productor que cuente con un namero de animales que justifique la inversion, o
bien, de un grupo de productores, con la ventaja de que no requiere una instalacion
especializada y la capacitacion necesaria para el uso del equipo es minima, ademas el tiempo de
analisis de las muestras y la cantidad de sangre necesaria también representa una ventaja, ya
que las muestras se pueden obtener y procesar de forma inmediata y el volumen que se requiere
no supera 1 mL para la obtencidn de calcio ionizado y analitos acido/base tanto metabolicos

como respiratorios; de esta forma se puede realizar méas rapidamente un diagndstico de
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hipocalcemia subclinica, asi como un seguimiento al estado metabdlico general de los
animales. La determinacion de calcio ionizado brinda mas informacion de la calcemia, ya que
es una medicidn directa del calcio biologicamente disponible, sin embargo, debe considerarse
que factores como alteraciones en el pH sanguineo (acidosis/alcalosis metabdlica) también
pueden causar cambios en la distribucion del calcio; en casos de acidosis metabdlica el calcio
ionizado se incrementa en circulacion mientras que en estado de alcalosis metabolica sucede lo

contrario (Stockham y Scott, 2013).

No se encontro relacion entre la determinacion de lactato y calcio ionizado, misma que si ha
sido reportada previamente por Larsen et al. (2001); sin embargo, hay que considerar que en
ese estudio las muestras se tomaron en vacas de varias razas (no raza Holstein) y durante
Unicamente las primeras 12 h del posparto, ademas bajo manejo y clima distintos. Las
condiciones anteriormente mencionadas pueden ser factores que se deben considerar para las
diferencias en resultados entre los estudios. También se ilustra la cinética de los valores
acido/base y cortisol en sangre de bovinos lecheros durante el posparto, y la relaciéon e impacto
gue pueden o no tener sobre ambas fracciones de calcio sanguineo (total y ionizado); el cortisol
ha sido medido y se ha estudiado la relacion entre éste y la presentacion de hipocalcemia
clinica o subclinica, reportando una mayor elevacién de cortisol al manifestar un cuadro clinico
gue cuando los animales con hipocalcemia no presentan signos manifiestos (Goff y Horst,
1997). Sin embargo la correlacion que se hizo en el trabajo citado s6lo toma en cuenta la
presentacion de hipocalcemia, sin mencionar valores de calcio en sangre, por lo que la
elevacién de cortisol que reportan en los animales puede ser consecuencia de la manifestacion
de la enfermedad, mas que un factor que permita ligar la dinamica de la calcemia en periparto
con la del cortisol en el mismo periodo; ademas las determinaciones fueron realizadas tres dias

previos y tres posteriores al parto. En nuestro trabajo los periodos de tiempo en que se
59



obtuvieron las muestras para medir tanto cortisol como calcio fueron més estrechos y

enfocadndose en mayor medida en la dindmica de ambos analitos en el posparto.

Los valores acido/base (pH sanguineo, bicarbonato, lactato, diferencia de iones fuertes) son
correspondientes entre si, ya que la elevacion que muestra el pH sanguineo desde el preparto
hasta las 48 h posparto y un posterior mantenimiento se refleja de forma casi idéntica en una
elevacion y mantenimiento de bicarbonato, en consecuencia vemos una disminucion de lactato
de forma constante, asi como el incremento que presenta la diferencia de iones fuertes se
traduce en una redistribucion de sodio y cloro para disminuir la concentracion de hidrogeniones
en circulacion. Los cambios en analitos acido/base pueden corresponder con modificaciones en
la dieta en el posparto, ademas de que el aumento de pH sanguineo se da en relacién con la
disminucion de lactato, que puede haberse incrementado a consecuencia de un cambio en la
poblacién bacteriana del rumen (Goff y Horst, 1997), asi como produccion por parte de los
musculos al ocurrir las contracciones durante el parto. Las modificaciones en valores
sanguineos acido/base han sido estudiadas en el preparto como consecuencia de la
alimentacion, no obstante, se menciona que no hay cambios medibles en circulacion sanguinea
al determinar pH, bicarbonato y diferencia de iones fuertes (Van Mosel et al., 1993). En nuestro
trabajo hay evidencia de que estos cambios ocurren, sin embargo, no hay un parametro para
correlacionar con el posparto y establecer la posible relacion con la dieta. Tanto el pH
sanguineo como el bicarbonato muestran correspondencia a una recuperacion de un estado de
acidosis metabolica, la cual puede deberse a incremento en acidos no volatiles (lactato), o bien
desequilibrio electrolitico entre sodio y cloro (hipercloremia); esto a su vez refleja que
conforme avanza el posparto, el cloro (CI") va perdiéndose o redistribuyéndose al interior de las
células, o bien, los animales van ganando sodio (Na) al redistribuirlo hacia el liquido

extracelular.
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7. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten visualizar la dinamica de analitos
sanguineos, asi como si existe relacion e impacto de las alteraciones acido/base en la calcemia
de vacas lecheras altas productoras durante el posparto, lo cual puede a su vez incrementar la
eficiencia para la deteccion de casos de hipocalcemia subclinica, asi como las enfermedades
que se presentan como consecuencia de ésta ultima. Ademas, se utilizé con éxito un gasometro
portatil como herramienta diagndstica para la deteccion de forma rapida de los animales que
presenten hipocalcemia sin la manifestacion de signos clinicos; el gasémetro portatil cuantifica
la fraccion biol6gicamente activa de calcio en sangre y ademas proporciona un perfil general de
salud de los animales al obtener parametros acido/base y de equilibrio hidrico con un minimo

de muestra y tiempo de analisis inmediato.

La estrecha relacion que se encontro entre la fraccion ionizada de calcio y la medicion de calcio
total es util para demostrar que ambos pardmetros y ambos métodos de medicion resultan
igualmente validos para el seguimiento de la calcemia en vacas lecheras, ademas el determinar
calcio ionizado por medio de un gasdmetro portatil permite un mejor manejo de muestra y una
lectura mucho mas réapida de la concentracién de calcio ionizado, incluso que se tomaran
medidas de prevencién y/o manejo de hipocalcemia al instante de la deteccion, en contraparte
de remitir muestras de sangre a un laboratorio, donde el transporte, almacenamiento y tiempo
de emision de resultados pueden representar una desventaja para una deteccion oportuna de

vacas con hipocalcemia subclinica.

Si bien nuestros resultados mostraron una relacion lineal directa entre la concentracion de
lactato y cortisol (ambos analitos incrementaron en los tiempos medidos), las condiciones bajo

las que se realizo nuestro estudio también marcaron que hay alta dispersion entre analitos y por
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lo tanto no es tan conveniente extrapolar la informacion de un analito utilizando al otro como
referencia, y en consecuencia sustituir la medicion de cortisol para detectar estrés en las vacas
lecheras, por lo menos en las primeras horas posparto; esta informacion se puede retomar
utilizando un mayor nidmero de animales, o bien, realizar nuevas determinaciones en otras

etapas productivas.
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