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Resumen

En Colombia es comdn encontrar pasturas que contienen altos niveles de
oxalatos, los cuales causan en equinos una disminucién en la absorcion del calcio,
ademds, con frecuencia, se observan dietas desbalanceadas con respecto al
calcio y al fosforo, lo cual causa una serie de adaptaciones metabdlicas para
poder mantener la homeostasis de las concentraciones de calcio extracelular,
provocando una enfermedad que se conoce como hiperparatiroidismo secundario
de origen nutricional (HNS). La medicion de excrecion fraccional de fosforo esté
catalogada como la prueba diagnéstica “gold standard™ del HNS, aunque los
parametros normales de paratohormona (PTH) sérica también son utiles para
determinar su cronicidad. El objetivo del presente estudio fue comparar los valores
de la excrecion fraccional de fosforo y niveles de PTH en yeguas espafiolas, con y
sin supresion de suplementos minerales a las 24, 48, 72 y 96 horas. Se realizé un
ensayo clinico controlado con un grupo de 6 yeguas con suplementacion de calcio
y un grupo igual con supresién de consumo de minerales 5 dias antes de
comenzar el estudio, periodo durante el cual se midieron los valores de fosforo
sérico, urinario y creatinina para determinar la excrecién fraccional de fosforo,
calcio sérico y PTH cada 24 horas. Los resultados arrojaron cambios significativos
en los niveles de PTH (p<0,05) durante los dias 2 y 3 de estudio en el grupo
experimental, mientras que la excrecién fraccional de fésforo no mostré cambios
significativos durante el tiempo de estudio en los dos grupos de estudio. Se pudo
establecer que en esta poblacion de yeguas la medicion de PTH resulté mostrar
cambios mas tempranos que la excreciéon fraccional de fésforo en yeguas bajo
supresion mineral, por lo cual es importante continuar con este tipo de estudios
para establecer cual podria ser la prueba para el diagnéstico temprano de HSN en

equinos.
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Introduccidén

El HNS es una enfermedad que afecta el metabolismo normal del calcio, fosforo y
la secrecibn de PTH en equinos (Barry D, 1997). Esta enfermedad causa
alteraciones en la densidad de los huesos, derivando en problemas que van desde
claudicaciones cambiantes, hasta deformidades irreversibles de los huesos planos
(osteodistrofia fibrosa) ydel dorso, ademas se producen fracturas espontaneas
(Ramirez S, 1997). Las yeguas tienen mayor predisposicion a desarrollar estas
patologias debido a sus particularidades fisioldgicas (gestacion y lactancia) y
ademas la raza espafiola, a causa de su talla y curva de crecimiento lo cual tiene
un alto impacto econémico en la produccién equina (Reed SM et al, 2011). Se ha
descrito que los desbalances en la relacién ideal de calcio: fosforo en la dieta, la
presencia de los oxalatos y fitatosen el forraje y el consumo de sub-productos de
molineria de granos podrian ser factores detonantes en la aparicion del HNS
(Toribio R, 2010). Las caracteristicas mencionadas son propias del manejo que se
le da a los ejemplares equinos en Colombia, lo cual podria estar favoreciendo la

presentacion de esta enfermedad en el pais.

En Australia, Nueva Zelanda y Hawai se ha identificado que los caballos que
consumen pasturas ricas en oxalatdos como Pennisetum clandestinum presentan
desbalances de calcio y fésforo en la dieta, y por ende, tienen un riesgo mayor de
desarrollar HNS (Pennington, 2011). Aunque se han descrito estos factores como
potencialmente asociados al HNS, no se han realizado diagndsticos concluyentes
gue permitan determinar acciones preventivas y/o correctivas para reducir la
aparicién de esta enfermedad, especialmente considerando que el diagndstico
temprano permitiria una correccién del desbalance mineral, antes de que los
sintomas de osteodistrofia aparezcan generando dafios irreversibles (Jaramillo C,
2015).

Aunque se ha demostrado que la excrecion fraccional de fésforo y la medicion de
la PTH son utiles para diagnosticar el HNS en otros paises del mundo (Rossdale,
2006), no esta claro si el uso de suplementos minerales afecta los resultados con

respecto a la supresion de los elementos menores en la dieta. Es de esperar que



los minerales en la dieta tengan un efecto directo sobre los niveles de fosforo en
sangre u orina, de ahi que, algunos autores recomiendan el retiro de la
suplementacion antes de la medicion de la excrecidén fraccional de fésforo (Toribio
R, 2012). Sin embargo, aun no es claro el efecto del retiro de estos suplementos
en la excrecion fraccional de fésforo, al igual que los margenes de tiempo que se
deben tener en cuenta para dicho retiro, pudiendo ser determinante en los

resultados obtenidos y en la confianza diagnostica de esta prueba.

En la zona del Oriente Antioquefio de Colombia donde hay una alta poblacién
caballar que se alimenta de pasturas como Kykuyu (Pennisetumclandestinum) y
Pangola (Digitariadecumbens) se describen reportes de casos clinicos de caballos
con HNS asociados a desbalances de minerales en la dieta (Jaramillo C, 2015).
Los pastos ricos en oxalatos y fitatos quelan el calcio en la luz intestinal
impidiendo su adecuada absorcién (Lawrence L.A, 2000). La abundancia de
pasturas ricas en oxalatos, sumado a un exceso de fosforo en la dieta por el
suministro de granos y sales minerales, alteran la disponibilidad y absorcion de
calcio, predisponiendo asi la aparicion del HNS (Toribio, 2010).

Este estudio busca comparar los niveles calcio sérico, la excrecion fraccional de
fésforo y la PTH sérica en yeguas de Para Raza Espafiola del Oriente Antioquefio
con y sin supresion de suplementacion mineral en la dieta durante 5 dias para

determinar la excrecion fraccional de fosforo y PTH a las 24, 48, 72 y 96 horas.

Metodologia

Tipo de estudio

Ensayo clinico controlado.

Poblacién

La poblacién objeto de estudio fue de aproximadamente 230 yeguas de raza
espafiola ubicadas en el Oriente Antioguefio y registradas en una Asociacion de
Criadores de Caballos Espafoles (AMPRA, 2014).



Muestra

Se tomd una muestra por conveniencia de 12 yeguas adultas Pura Raza Espafiola
pertenecientes a un criadero ubicado en el municipio de La Ceja, Antioquia,
Colombia. La dieta estaba basada en dos raciones de concentrado comercial para
equinos a mafiana y tarde (2,5 a 4 kg al dia segun su peso), pasto kikuyo
(Pennisetum clandestinum) ad libitum y agua a voluntad: La diferencia esencial fue
gue el grupo control recibié durante el estudio el calcio comercial que se
suministra regularmente en el criadero, y en el grupo experimental se suprimio

suplementacion mineral alguna.

Los animales fueron divididos en 2 grupos de 6 hembras cada uno, de la siguiente
manera: el grupo experimental (Exp) fue sometido a supresion de suplementacion
mineral desde 5 dias antes de la toma de las muestras, mientras el grupo control
(C) recibi6 la suplementacion tradicional del criadero con calcio comercial. Se
excluyeron las yeguas que se encontraban bajo entrenamiento fisico
precompetitivo para evitar alteraciones en los valores de creatinina, y también
aguellas que segun la informacion de la historia clinica, presentaron alteraciones

renales o hepaticas en el ultimo afio.

Protocolo experimental:

El presente proyecto fue aprobado por el comité institucional de ética CICUA de la
Universidad CES, en el acta N° 22 del 22 de agosto de 2016.

Posterior a la seleccion de los individuos y la verificacion del cumplimiento de los
criterios de inclusiéon, se procedié a socializar la investigacion con el propietario y
se solicitd la supresion mineral 5 dias antes de iniciar el estudio. Luego se realizd
un examen clinico general y se tomaron muestras de sangre venosa en tubo tapa
lila para realizar un hemo-leucograma y quimica sanguinea (AST, GGT, BUN y
Creatinina) verificar el estado de salud de los animales seleccionados.

Se tomaron muestras de sangre y orina cada 24 horas durante 5 dias. Para la

toma de muestras de sangre se realiz6 veno-puncion de la vena yugular previa



desinfecciodn, utilizando aguja desechable para vacutainer calibre 21 con camisa y
ensamble para tubos tapa roja y tapa lila.

Para tomar las muestras de orina se introdujo una sonda vesical de la siguiente
manera: la cola fue envuelta en vendaje autoadhesivo, la region perineal y la
region externa de la vagina se lavaron con abundante agua, usando guantes de
latex, se realizé aplicacion de jabon yodado y se froto dicha region hasta obtener
abundante espuma, y luego se enjuagé con abundante agua, el procedimiento se
realiz6 dos veces, luego la region fue secada con papel. Usando guantes de latex
limpio y lubricante estéril se sonded la vejiga con una sonda Levin® calibre 22 y se
obtuvo la muestra de 5 ml de orina por cada yegua que luego se depositd en tubos
desechables tapa roja. Las muestras se conservaron en nevera a 4°C, se

transportaron hasta el laboratorio clinico donde se procesaron.

Calcio, Excrecion Fraccional de Fésforoy PTH

Se midieron los valores séricos de calcio y los valores séricos y urinarios de
fosforo por medio de Método Directo para la Determinacion Cuantitativa de
Fosforo por Ultravioleta (IVD). La medicidén de calcio en suero se determinG por
medio del Método Colorimétrico en Medio Alcalino. Los valores de creatinina se
midieron mediante el Método Cinético Colorimétrico, en el equipo Chromate
4300®. Todos los analisis se realzaron en el Laboratorio Clinico Veterinario Vitalab
SAS. Para determinar la excrecion fraccional de fésforo se utilizé la formula de
Reed et al., 2010:

Concentracion de fésforo en orina x Concentracion de creatinina en suero

x 100

Concentracion de fésforo en suero x Concentracion de creatinina orina

La concentracion sérica de PTH se midié mediante Quimioluminiscencia Intacta.

Anélisis estadistico

Se realizé un analisis univariado para cada una de las variables y se determiné la
normalidad de los datos. Para las variables cuantitativas normales se utilizé las

medidas de tendencia central y de dispersién (media y DS) de acuerdo con las



pruebas de normalidad realizadas previamente. Se realizO ANOVA para comparar
los valores de calcio, de la excrecion fraccional de fésforo y de PTH a las 24, 48,
72 y 96 horas con respecto al valor basal (en el tiempo) y pruebas de t-student

para comparar los valores entre ambos grupos.
Se establecié una significancia estadistica de p<0,05.

La informacién se consigno inicialmente en Microsoft Excel ®; para luego hacer el
analisis estadistico en SPSS 21,0 ® (Licencia Universidad CES).

Resultados

En el presente estudio no se presentd diferencia significativa en los niveles de
calcio en suero entre el grupo experimental y grupo control ni durante el tiempo de
estudio. No se present6 diferencia en los niveles de excrecion fraccional de fésforo
entre ambos grupos ni al evaluar el tiempo de estudio.

Se presenté diferencia significativa en los niveles de PTH entre el grupo control y
el grupo experimental en los dias 2 y 3 del estudio. Ademas, en el grupo
experimental se presentdé un aumento significativo en los niveles de PTH en los
dias 2 y 3 con respecto a los valores medidos el primer dia del estudio, mientras
en el grupo control no se observé cambios significativos de los niveles de PTH en

el tiempo con respecto a los valores basales.

Tabla 1.Niveles de calcio en suero en ambos grupos.

Niveles de calcio en suero en mg/dl durante 5 dias en las yeguas de ambos grupos.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Grupo Exp | 11,09+0,85 | 11,67+0,63 11,0+1,66 11,6940,92 11,80+0,69

Grupo C 10,86+0,29 | 11,30+0,41 11,86+0,52 11,81+1,03 11,48+0,97




Tabla 2.Se pueden observar los valores promedio y la desviacion estandar de
PTH de ambos grupos.

Niveles de PTH en sangre en pg/ml durante 5 dias en yeguas con suplementacion con calcio

(Ca) y sin suplementacion mineral (control).

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Grupo | 55,44+25,43 | 39,16+5,78% 39,17+ 19,18% 47,08+£39,16 | 55,78+6,30
C
Grupo | 79,88+20,9 106,89+95,37" | 142,01+17,57% | 56,99+34,84 | 32,21+14,85
Exp

Valores con significancia estadistica entre grupos (a) y en el tiempo (b). ®®p<0,05.

Tabla 3.Se pueden observar los resultados de la excrecion fraccional de fosforo
del grupo control durante los 5 dias de estudio.

Niveles de creatinina y fosforo en sangre y orina, y excrecion fraccional de fésforo en las

yeguas del grupo control durante 5 dias.

Creatinina Creatinina en | Foésforo sérico Fosforo en Excrecion
sérica orina orina fraccional de P
Dial |2,18+1,32 175,90+52,11 | 2,82+0,95 4,75+2,46 1,92+0,56
Dia2 |1,42+0,18 230,93+51,08 | 4,61+0,90 8,88+2,24 1,22+0,35
Dia3 |1,62+0,21 289,88+58,52 | 4,57+1,38 12,26+2,69 1,62+0,51
Dia4 | 1,45+0,20 296,88+54,23 | 4,33+1,60 12,98+2,51 1,80+0,60
Dia5 |1,82+0,18 281,88+61,40 | 4,62+1,76 13,01+2,13 1,73+0,76

Valores con significancia estadistica entre grupos (a) y en el tiempo (b). ®®p<0,05.

Tabla 4. Se pueden observar los resultados de la excrecién fraccional de fosforo
del grupo experimental durante los 5 dias de estudio.

Niveles de creatinina y fosforo en sangre y orina, y excrecion fraccional de fosforo
durante 3 dias en las yeguas del grupo experimental.
Creatinina | Creatinina en | Fosforo Fosforo en | Excrecion
sérica orina sérico orina fraccional de P
Dial | 1,60+0,07 190,92+47,49 | 3,36+0,76 9,25+2 47 2,51+0,88
Dia2 | 1,47+0,05 242,55+40,41 | 4,52+0,62 14,53+2,61 | 1,99+0,39
Dia3 | 1,62+0,09 283,17+41,94 | 3,43+1,39 15,47+5,54 | 2,72+0,71




Dia4 | 1,56+0,06 279,53+39,65 | 4,12+0,98 13,05%£3,28 | 2,24+0,60

Dia5 | 1,81+0,05 288,61+38,43 | 4,01+0,66 14,33+2,32 | 2,37+0,55

Valores con significancia estadistica entre grupos (a) y en el tiempo (b). ®®p<0,05.

Discusién

La regién del Oriente Antioquefio de Colombia concentra una poblacion importante
de caballos de Pura Raza Espafola (PRE). Las razas pesadas en particular
presentan una susceptibilidad al HNS (Pozza, 2014). En el Oriente Antioquefio se
encuentran presentes los principales factores de riesgo para la presentacion de
HNS, como lo son: pasturas con altos niveles de oxalatos y fosforo fitico,
desbalances minerales en la dieta y uso indiscriminado de suplementos minerales
(Pozza, 2014). De acuerdo con los estandares de la raza PRE (FEI, 2011), las
yeguas reciben una alta puntuacion en competencias segun las caracteristicas de
conformacién de la cara y alzada, ademas de ser castigados por enfermedades
ortopédicas del desarrollo (OCD). Es por esto que las deformidades dseas en los
animales que presentan HNS tienen un alto impacto en esta poblacion y generan
grandes pérdidas econdémicas debido a la desvalorizacion de los animales, los

costos de los tratamientos médicos y los problemas ortopédicos.

En el presente estudio se logro establecer que la prueba de la excrecién fraccional
de fosforo, alun bajo supresidon mineral durante 5 dias, no mostré cambios
significativos durante el tiempo de estudio, mientras que la medicion de PTH
mostré cambios significativos en las yeguas bajo supresion mineral a los dos dias
de haber retirado la suplementaciéon mineral, por lo cual se sugiere continuar con
estudios que permitan establecer si la mediciébn de PTH es una prueba de mayor
utilidad para el diagnéstico temprano del HNS en equinos.

El grupo control recibié durante el estudio el calcio comercial que se suministra

regularmente en el criadero, razéon por la cual no se esperaban variaciones



importantes en el nivel de calcio sérico, ni tampoco en la concentracion plasmatica
de PTH ni la excrecion fraccional de fésforo. Sin embargo, en este grupo se pudo
observar una tendencia hacia la disminucién en los niveles de PTH a los dias 2y 3
del estudio, aunque no hubo diferencias significativas. Esta es una respuesta
inesperada para los investigadores, pero si se tiene en cuenta que la
concentracion sérica de calcio, aunque es el principal factor regulador de la
liberacién de PTH no es el Unico que interviene en ésta, es posible observar que
no siempre existe una relacion entre calcio libre y PTH (Toribio, 2011). Es factible
gue otros factores sean responsables de la variacion de PTH, ya que su liberacion

esta bajo el control de varios reguladores.

Uno de los factores que interviene en la liberacion de PTH es el fésforo, aunque
no hay efectos directos, su aumento provoca una disminucién del calcio libre al
formarse fosfato célcico, lo cual disminuye el calcio plasmatico libre, principal
estimulo para la secrecion de PTH (Berne, 2013). En el presente estudio se
observé una tendencia al aumento de los niveles séricos de fosforo al dia 2 vy,
aunque éste incremento no fue significativo, coincidi6 con el aumento de la
liberacion de PTH el mismo dia. No se evidencié una variacion del calcio total,
pero el calcio libre no se midi6 en el presente estudio, y esto fue una limitacion
para poder concluir el papel del fésforo en la secrecién de PTH bajo estas

condiciones experimentales.

Otros factores que intervienen en la liberacion de PTH, como el magnesio, las
catecolaminas, la dopamina, la secretina y la histamina, tampoco fueron
determinados en este ensayo, pero no se puede descartar que estos influyeron
también en la liberacion de PTH. Por ejemplo: se sabe que una disminucion de la
concentracion plasmatica de magnesio estimula, similar a como sucede con el
calcio, la liberacion de PTH (Berne, 2013). En cuanto a las catecolaminas, éstas
estimulan la secrecion de PTH, como también lo hacen la histamina, la dopamina,
la secretina y la prostaglandina E,. No se puede concluir para este estudio que
estos factores influyeron en la liberacién y por ende, en la concentracion de PTH.



En las yeguas del grupo experimental se encontré un aumento significativo en los
niveles de PTH a los dias 2 y 3 del estudio, a pesar de no evidenciarse cambios
significativos en el nivel sérico de calcio. Lo anterior puede explicarse porque la
liberacion de PTH en respuesta a la disminucién del calcio libre se realiza en el
orden de minutos a través del mecanismo regulador mediado por el AMPc. Igual
efecto, aunque con menor potencia tiene el magnesio. Esta rapida liberacion de
PTH estimula la resorcién 6sea con el fin de regular, de una manera muy efectiva,
los valores del calcio sérico libre, por lo cual, no es posible detectar en este corto
periodo de tiempo dichas variaciones del calcio sérico (Gannong, 2014).

Este estudio permitid establecer que a los dos dias de disminuir la suplementacién
mineral en la dieta hubo un aumento significativo de la liberacién de PTH, mientras
que la excrecién fraccional de fésforo no cambid significativamente en el tiempo.
Los valores de referencia para la excrecion fraccional de fosforo tienen origen en
estudios realizados en Australia, ademas, no existe claridad en la metodologia del
tiempo de la supresion con respecto al consumo de minerales para poder tomar la
muestra y evitar obtener resultados alterados por la suplementacién, por lo cual
hay un margen de error en la interpretacion de los resultados y su valor
diagndstico (Toribio, 2011).

A pesar que la excrecion fraccional de fosforo ha sido sugerida como la mejor
prueba diagnédstica disponible en equinos, con respecto a ella, algunos autores
plantean dudas acerca de su utilidad. Segun los resultados aqui presentados, la
medicion de PTH parece cambiar mas rapidamente ante la disminucion de calcio
en la dieta que la excrecion fraccional. Parece paraddjico ya que como se
menciond anteriormente, los resultados no muestran grandes cambios del calcio
sérico, sin embargo, vale la pena retomar que la rapida regulacion de este ion por
parte de la misma PTH con ayuda del calcitriol (Gannong, 2014) (ho medido en

este estudio) impiden ver las variaciones diarias del mismo.



En humanos se ha documentado que la secrecién de PTH presenta un ritmo
circadiano independiente al nivel de calcio libre, encontrandose una liberacion
maximaen las horas de la noche, presentandose niveles nocturnos dos veces
superiores a los diurnos, e incluso, se han descrito episodios secretores que se
correlacionan con la fase 3 y 4 del suefio, que posiblemente se deben a que existe
un control nervioso mediado por terminales simpaticas que expliquen el
comportamiento circadiano de la secrecion (Cavalier, 2015). En equinos sin
embargo no se ha descrito si existe esta influencia del ritmo circadiano en la
liberacién de PTH. Aunque no era objetivo del presente estudio, para evitar falsas
interpretaciones, se midieron todas las variables en las horas de la mafiana
cuando tedricamente los niveles de secrecion no se encuentran bajo esta
influencia del suefio. Seria importante considerar la influencia del ritmo circadiano

como un factor determinante en los resultados de la medicién de PTH.

Se puede concluir que el tiempo de supresion de consumo de minerales no es un
factor determinante en el presente estudio para variaciones en la excrecion
fraccional de fésforo; sin embrago, al analizar los resultados de la PTH, su
variacién temprana es sugestiva de la presentacién de estadios iniciales de la
enfermedad.

Ahora bien, para determinar el valor de PTH como prueba diagnéstica temprana
del HNS es importante continuar con estudios similares a este con un mayor
tamafio muestral. Ya que el HNS es una enfermedad de origen nutricional
caracterizada por una excesiva liberacion de la hormona PTH en respuesta a la
disminucién del nivel sérico libre o calcio ionizado en la sangre, es importante
ademas continuar con este tipo de estudios clinicos midiendo tanto el calcio
ionizado como el calcio total. Vale la pena esclarecer también si esta prueba
diagndstica se puede implementar en poblaciones equinas expuestas a una
alimentacién con forrajes ricos en oxalatos y fitatos o a desbalances en la
proporcién calcio: fésforo en la dieta, la proporciéon de minerales en el suelo, y el

uso indiscriminado de suplementos minerales.



Conclusion

La medicién de PTH evidenci6 cambios mas tempranos que el resultado de la
excrecion fraccional de fésforo en yeguas bajo supresion mineral, por lo cual es
importante continuar con este tipo de ensayos clinicos para establecer si la
medicion de PTH puede ser considerada la prueba gold standard para el
diagnostico temprano del HSN en equinos, relacionado el resultado con los

factores de riesgo y la ruta de correlacién clinica.
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