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RESUMEN

La deficiencia de fésforo (P) es una de las principales carencias de minerales
de los sistemas pastoriles extensivos en el norte del pais. Esta carencia provoca
sub-clinicamente importantes pérdidas econdmicas. La suplementacion mineral
y/o fertilizacion de las pasturas son las mejores herramientas para su control y/o
prevencion. El primer paso para una adecuada suplementacién mineral con P es
realizar un correcto diagnéstico. En este sentido la determinacién de
concentracién de P inorganico (Pi) en sangre es un método util debido a su
practicidad y bajo costo en comparacion con la determinacion de otros
marcadores sanguineos e incluso con la medicion de la concentracién de P en
otros tipos de muestras. Sin embargo, el Pi tiene algunas limitantes asociadas a
la variacion generada por la dieta y/o hemdlisis.

El objetivo de esta tesis fue evaluar (i) la concentracion de Pi en dos tipos de
muestras o fluidos sanguineos (suero o plasma) y (ii) evaluar factores que
pueden generar hemolisis durante o post-extraccion de la muestra como: el sitio
anatémico o calibre de la vasos sanguineos (vena yugular y vena coccigea), tipo
de jeringa (con cono excéntrico y concéntrico), calibre de aguja (22Gy 18G) y el
tiempo entre la extraccion de la muestra y el centrifugado para la separacion de
plasma/suero (medido cada 8 horas desde la hora 0, en los corrales, hasta la
hora 48 post-extraccion). Para ello 3 experimentos fueron realizados, donde se
obtuvieron muestras de sangre evaluando la concentracién de Pi y el grado de
hemodlisis clasificados como alto (AGH) o bajo (BGH).

Para un mismo animal la concentracion de P no evidencié diferencias
significativas entre suero y plasma. Adicionalmente en los 3 experimentos las
muestras clasificadas con AGH tuvieron (p < 0.01) mayor concentraciéon de P
(0.51 - 0.86 mg/dL) que las muestras clasificadas con BGH. Las muestras
obtenidas de la v. coccigea tuvieron significativamente mas Pi (media: 0.37;
Cl95% 0.17 — 0.57 mg/dL) que las muestras obtenidas de la v. yugular; tal es asi,
que las muestras de la v. coccigea tuvieron 8.1 veces mas chances (IC 95%: 4.6
— 14.4 OR) de tener AGH. No se observaron diferencias significativas en cuanto
a la turbulencia generada debido al tipo de cono de la jeringa o calibre de aguja.
Respecto al tiempo, desde la extraccidn de la muestra y el inicio de su
procesamiento, la concentracion de Pi incrementé progresivamente 0.16 mg/dL
(IC 95%: 0.14 — 0.18 mg/dL) cada 8 horas, siendo (p < 0.01) mayor, respecto de
la hora 0, a partir de las 24hs post-extraccion.

En conclusién, para una mejor interpretacion de las concentraciones de Pi,
es necesario obtener las muestras de vena yugular y enviarlas al laboratorio
antes de las 24 horas para su centrifugado.



SUMMARY

Phosphorus (P) deficiency is one of the main mineral deficiencies in cattle
grazing native grassland in the north of Uruguay. This deficiency causes sub-
clinically important economic losses. Mineral supplementation and/or fertilization
of pastures are the best tools for its control and/or prevention. The first step for
an adequate mineral supplementation with P is a correct diagnosis of the
condition. For this purpose, the determination of the concentration of inorganic P
in blood (Pi) is a useful method due to its practicality and low cost in comparison
with the determination of other blood markers and even with the measurement of
the concentration of P in other types of samples. However, Pi has some
limitations associated with the variation generated by diet and/or hemolysis.

The aim of this thesis was to evaluate (i) the concentration of Pi in two types
of samples or blood fluids (serum or plasma) and (ii) evaluate factors that can
generate hemolysis during or post-extraction of the sample such as: the
anatomical site or the caliber of the blood vessel (jugular vein and coccygeal
vein), type of syringe (with eccentric and concentric cone) and needle caliber
(22G and 18G) and the time-lapse between the extraction of the sample and the
start of its processing or centrifugation (measured every 8 hours from hour 0, in
the paddocks, until 48 hours post-extraction). Therefore 3 experiments were
carried out to evaluate the concentration of Pi and the degree of hemolysis -
classified as high (AGH) or low (BGH) — of the blood samples.

For the same animal, the P concentration did not show significant differences
between serum and plasma. Additionally, in all experiments, the samples
classified with AGH had (p < 0.01) higher concentration of P (0.51 - 0.86 mg/dL)
than the samples classified with BGH. The samples obtained from the coccygeal
vein had significantly more Pi (mean: 0.37; CI95% 0.17 - 0.57 mg/dL) than the
samples obtained from the jugular vein; such is so, that the samples of the
coccygeal vein had 8.1 times more times (95% CI: 4.6 - 14.4 OR) of having AGH.
No significant differences were observed in terms of the turbulence generated
due to the type of cone of the syringe or needle gauge. Regarding the time, from
the extraction of the sample to the beginning of its processing, the concentration
of Pi progressively increased 0.16 mg/dL (ClI95%: 0.14 - 0.18 mg/dL) every 8
hours, being (p < 0.01) higher, with respect to hour 0, from 24 hours post-
extraction.

We conclude that for a better interpretation of the Pi concentrations, it is
necessary to obtain samples from the jugular vein and send them to the
laboratory within 24 hours.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La cria de ganado de forma extensiva sobre campos naturales es una de las
principales actividades del sector ganadero en el norte del Pais. Esta actividad
tradicionalmente ha permitido producir de forma sustentable productos animales
gue han generado ventajas competitivas posicionando a Uruguay como unos de
los principales exportadores latinoamericano de carnes (FAO, 2011). El campo
natural, que es la base forrajera de Uruguay, generalmente se maneja con poca
tecnologia en comparacion con otras alternativas de produccién de forrajes.
Algunas de las principales limitantes para obtener mayor produccion de carne,
en campo natural, son las carencias minerales, principalmente las carencias de
fosforo (P) y sodio (Na) (Ungerfeld, 1998; Uriarte et al., 2000). En general los
suelos y las pasturas naturales uruguayas no son capaces de cubrir los
requerimientos nutricionales de P, Na, cobre (Cu), zinc (Zn) y selenio (Se) de
algunas categorias de los bovinos y en algunas estaciones del afio (Ungerfeld,
1998).

Las mejores herramientas para el tratamiento, control y/o prevencién de
estas enfermedades carenciales son: la suplementacion mineral y/o la
fertilizacion de las pasturas (Coates, 1994; Mattiolli, 2013; Suttle, 2010; Tokarnia,
2010). Segun el censo agropecuario del 2000 solo el 27% de productores
uruguayos usaron sales minerales (MGAP, 2003). En dos estudios regionales
realizados para saber el estatus mineral de los rodeos uruguayos, incluyendo
establecimientos que usaban sales minerales, sobre 36 y 63 predios de cria
ubicados en todas las regiones del pais revelaron que entre el 27-67 % de los
establecimientos tenian deficiencia de P, Zn y Se en un 20-30% de los animales
muestreados (Uriarte & Murphy, 1981; Carriquiry & Frade, 2017). Estos datos
evidencian la importancia de este grupo de enfermedades para la region y el
Pais.

El primer paso para implementar una estrategia de suplementacion mineral
es saber si realmente hay alguna deficiencia mineral en los animales (Schild et
al., 2021). La observacion de signos clinicos como la presencia de pica,
osteofagia, alteraciones en la marcha, fracturas multiples, desmejoramiento en
el manto piloso, alopecias, anemias, diarreas y temblores entre otros signos,
asociados a una correcta exploracion semiologica y prueba de diagnostico a
campo, como la “prueba de la aguja” que nos pueden ayudar a orientar el
diagnéstico presuntivo (Suttle, 2010; Tokarnia, 2010). Sin embargo, la
determinacion de la concentracion del o los minerales deficientes en sangre o en
alguna de las reservas corporales como hueso o higado son esenciales para el
diagnéstico (Suttle, 2010; Tokarnia, 2010).

La determinacion de la concentracién sanguinea del o los minerales
sospechosos de estar deficientes, en un grupo de 12-15 animales, rapidamente
y a abajo costo, nos puede brindar un panorama general del estatus sanitario
respecto a las carencias minerales (Read et al., 1986; Schild et al., 2021). Sin
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embargo, para una correcta interpretacion de los resultados hay que tener en
cuenta factores como la edad, estado fisioldgico, nivel de produccion y calidad la
dieta ingerida previamente, ya que pueden influenciar in vivo la concentraciéon de
mineral en sangre, asi como los factores que pueden influenciarlos durante y
después de la toma de las muestras (Coates, 1994; Fletcher et al., 2016; Little,
1971; Montiel et al., 2007; Suttle, 2010). No considerar estos factores podria
conducirnos a errores en la interpretacion de los resultados y por ende en las
futuras decisiones en cuanto al manejo nutricional mineral de los animales.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Aspectos generales de las carencias de minerales

Los minerales son los responsables de importantes y diversas funciones
bioldégicas como la formacion ésea, regulacion del pH, coagulacién sanguinea,
activacion enzimatica, metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas,
vitaminas, activacidn neuromuscular y transcripcidon genética entre otras
(Underwood, 1981). Segun los requerimientos diarios en los animales, los
minerales se clasifican en macro o microminerales. Los macrominerales [calcio
(Ca), fosforo (P), magnesio (Mg), potasio (K), sodio (Na) y azufre (S)] deben ser
ingeridos diariamente en grandes cantidades; mientras que los microminerales
[cobalto (Co), cobre (Cu), yodo (l), hierro (Fe), manganeso (Mn), selenio (Se) y
zinc (Zn)] son necesarios en pequenas cantidades diarias (Constable et al., 2017;
Suttle 2010). La falta de alguno de ellos puede generar implicancias en la salud
y bien estar animal, asi como también en la produccion animal (Constable et al.,
2017; Suttle, 2010; Tokarnia, 2010).

Las carencias de los minerales en los animales, puede clasificarse segun la
disponibilidad, en primaria, cuando el mineral no esta disponible en cantidades
necesarias; o secundaria, cuando la absorcién del mineral se ve afectada por la
presencia de otro mineral (Constable et al., 2017; Suttle, 2010). Adicionalmente
segun el periodo de evolucién en que aparecen los signos en los animales, las
carencias pueden clasificarse como aguda cuando los signos se presentan en
24-48 horas (ejemplos: hipocalcemia puerperal, tetania hipomagnesémica) o
cronicas cuando los signos se presentan durante meses (ejemplo: osteomalacia,
carencia de Zn) (Constable et al., 2017; Tokarnia, 2010).

En general las carencias de minerales presentan cuatro etapas secuenciales
incluyendo: deplecion; deficiencia; disfuncion y enfermedad (Constable et al.,
2017; Suttle et al., 2010). La etapa de deplecion inicia con una dieta que es
incapaz de aportar las necesidades diarias del mineral, de forma tal que los
requerimientos netos exceden el fujo neto de absorcion intestinal (Constable et
al., 2017). Esta etapa puede durar semanas o meses y durante este tiempo el
organismo responde con un aumento de la absorcién intestinal, disminucién de
las pérdidas enddgenas y disminucion o pérdida de las reservas del o los
minerales faltantes en la dieta; sin embargo, en esta etapa la concentracion
plasmatica aun puede permanecer normal (Suttle, 2010). En la siguiente etapa
(deficiencia), si la falta del mineral en la dieta continua, los mecanismos
homeostaticos no logran mantener niveles constantes o necesarios para cumplir
con las funciones fisiolégicas, evidenciando una disminucién de la concentracion
plasmatica o sérica del mineral en cuestion, llevandola por debajo de los valores
normales (Constable et al., 2017). Después de un periodo de tiempo variable, la
actividad de muchos complejos enzimaticos dependiente de minerales se ve
severamente disminuida conduciendo a la etapa de disfuncion. Suele haber un
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periodo de retraso o fase subclinica, antes de que los cambios o fallas en las
funciones celulares se manifiesten como enfermedad clinica (Constable et al.,
2017; Suttle, 2010).

2. Carencia de fosforo

2.1.  IMPORTANCIA Y METABOLISMO DEL FOSFORO

El P es de gran importancia para los animales, ya que es un componente del
ac. desoxirribonucleico (ADN), ac. ribonucleico (ARN) y de los fosfolipidos que
constituyen las membranas celulares. Interviene en la formacién de complejos
enzimaticos desempefando funciones tales como la utilizacion y transferencia
de energia mediante ADP (adenosin difosfato), ATP (adenosin trifosfato) y AMP
(adenosin monofosfato), lo cual se refleja directamente sobre la glicolisis,
gluconeogénesis, transporte de &cidos grasos, sintesis de aminoacidos y
actividad de la bomba sodio y potasio (Greco & Stabenfeldt, 2004). Esta
involucrado en el mecanismo de control del apetito y la eficiencia de utilizacion
de los alimentos, formacion ésea y regulacion del pH entre otras funciones
(Ternouth, 1990).

La absorcion ocurre en el intestino en forma de fosfato, con un coeficiente
que varia entre el 69 y 100 % (Dixon et al., 2020; Mattioli, 2013). El esqueleto es
la mayor reserva de P ya que contiene alrededor de 80% de total del organismo
(Suttle, 2010) mientras que el 20% restante esta en tejidos blandos, incluyendo
el contenido ruminal (Mattioli, 2013; Suttle 2010). Las principales vias de
eliminacion son la saliva, leche, orina y heces (Mattioli, 2013). En los animales el
control metabdlico y la movilizacion de P de las reservas dependen
primariamente de la concentracion de Ca, paratohormona (PTH) y vitamina D
(Dixon et al., 2011; McGrant et al., 2013). Sin embargo, nuevos estudios indican
que la homeostasis del P es mas compleja involucrando otras hormonas como
el factor de crecimiento fibroblastico 23 y un cofactor llamado Klotho (Mattioli,
2020).

2.2. ASPECTOS GENERALES DE LA CARENCIA DE FOSFORO

La carencia de fosforo (P) es una de las principales carencias de minerales
en los sistemas de produccion extensivos a nivel mundial (Suttle, 2010; Tokarnia,
2010). Esta enfermedad ocurre primariamente debido al bajo aporte de P
proporcionado por el forraje, el cual esta directamente relacionado con la baja
concentraciéon del mineral asimilable en el suelo. Adicionalmente, la presencia
altas concentraciones de Ca y Fe pueden afectar sustancialmente la
disponibilidad o absorcion de P (Constable et al., 2017).
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La enfermedad afecta a varias especies (Craig et al., 2017) pero
principalmente a rumiantes, siendo los bovinos mas susceptibles que los
pequefios rumiantes (Riet-Correa et al., 2012). En Uruguay la enfermedad es
conocida en bovinos desde 1917 (Rubino, 1928) y en una amplia regién del Pais
la concentracion de P en las pasturas naturales (rango: 0.5 a 4.5 g de P/kg/MS)
y suelos (rango 2.5 - 9 mg/Kg) son consideradas deficientes (Ungerfeld, 1998;
CIAB, 1971) al compararlos con valores esperados (>2.0 g/kg/MS en forraje y >
8 mg/kg en suelo, respectivamente) (Dixon et al., 2020).

En los bovinos, la enfermedad puede ocurrir de forma aguda formando parte
del sindrome de vaca caida (Perna, 2009) y de forma crdnica localmente
conocida como el “mal de las paletas” (Rubino, 1934; Dutra, 2011). La forma
aguda ocurre debido a un descenso brusco de la concentracion de fosforo
inorganico (Pi) en sangre (<1.2 — 2 mg/dL); mientras que en la forma crénica hay
un descenso progresivo (>6 meses) de Pi (<3 mg/dL) y de P en huesos (< 120
mg/mL) asociado a fallas en la osificacion del tejido osteoide (Craig et al., 2017,
Mcdowell, 1999; Schild et al., 2021). La enfermedad aguda es mayormente
observada en rodeos lecheros, mientras que la forma crénica se ve con mas
frecuencia en rodeos de carne (Call et al., 1987; Shupe et al., 1988). Respecto a
la época del afio, ambas presentaciones se describen con mayor frecuencia en
veranos secos, ya que en estas situaciones las pasturas contienen mayor
cantidad de forraje senescente o seco el cual contiene menos P (Judkins 1985;
Schild et al., 2021).

Esta carencia genera importantes pérdidas econdmicas debido las
consecuencias subclinicas como baja ganancias de peso, bajo peso de terneros
al destete, retraso en el crecimiento, baja produccion lactea y baja fertilidad del
rodeo (Call et al., 1987; Constable et al., 2017; Dixon et al., 2020; Little, 1970;
Suttle, 2010). En la forma aguda los animales evidencian debilidad; dificultad
para incorporarse; puede haber o no hemoglobinuria, convulsiones y muerte
(Constable et al., 2017; Perna, 2009). La forma crénica se caracteriza por una
disminucién del consumo voluntario, anormal comportamiento ingestivo de
piedras (pica/geofagia), huesos (ostefagia) o carcasas (sarcofagia); alteraciones
en la marcha que incluye andar rigido, acortamiento de los pasos; cifosis,
posturas antialgicas y dificultad para incorporarse. En los casos mas severos hay
alteraciones que incluyen deformaciones 6seas y/o multiples fracturas incluso
durante la manipulacién de ganado (Barbosa et al., 2018; Cseh et al., 2008;
Dixon et al., 2020; Schild et al., 2021). Debido a la pica/osteofagia pueden ocurrir
atragantamiento con hueso, perforaciones intestinales y/o intoxicacion con
toxinas botulinica producida por Clostridium botulinum (Cantén et al., 2008; Riet-
Correa et al., 2012; Tokarnia, 2010).

2.3. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD.
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Conocer el estatus o concentracién de P en los animales, asi como de la
concentraciéon de P de la dieta es el primer paso para diagnosticar la deficiencia;
adicionalmente nos permite tomar medidas de manejo apropiadas (Schild et al.
2021). El nivel de P en los bovinos incluye: el P disponible para las funciones
vitales y el P disponible para un propoésito productivo definido como el
crecimiento, lactacion y/o reproduccion (Anderson et al., 2017). En situaciones
de carencia muchos de estos propdsitos no pueden ser alcanzados en pos de
preservar la vida.

El estatus de P incluye varios niveles como: deficiente, marginal, adecuado
y excesivo-toxico (Anderson et al., 2017; Mattioli, 2013; Tokarnia et al., 2000).
Estos niveles pueden verse reflejados mediante la concentracion sérica o
plasmatica de Pi, asi como también con la concentracion de P en los huesos
(Little et al., 1971; Little, 1972; Ternouth 1990). A pesar de que ambas
mediciones (Pi y P en huesos) son consideradas ideales ambas tienen sus
limitantes las cuales deben ser comprendidas para una correcta interpretacion
de los resultados.

2.3.1. Factores in vivo que pueden afectar la concentracion de fésforo inorganico

El estado fisiolégico como en las ultimas semanas de gestacion y primeras
semanas de lactancia evidencian valores mas bajos de Pi que en otros estadios
fisiolégicos (ej. terneros en crecimiento), posiblemente debido a una movilizacion
de P hacia la glandula mamaria (Benvenutti et al., 2015; Krsmanovic et al., 2015;
Sharifi et al., 2007). Valores esperados de P tanto para terneros y vacas se
evidencian en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores esperados de fosforo inorganico (Pi)
en sangre para bovinos segun Mattioli, 2013
Estatus de Pi  Terneros (mg/dL) Vacas (mg/dL)

Esperado 59-8 46-6.2
Marginal 4.0-5.9 3.0-46
Carencial <4 <3

El contenido de P de la dieta se refleja directamente con la concentracion de
Pi (Underwood, 1981; Dixon et al., 2020) tal es asi que animales que pastan
praderas fertilizadas con P, o con alta proporcion de leguminosas o cuya dieta
es complementada con granos y/o suplementos minerales tiene concentraciones
Pi mayores en comparacion con animales que pastan en praderas con
concentraciones bajas en P, predominio de gramineas nativas y/o sin
suplementacion mineral (Coates, 1994; Odriozola, 2008; Quigley et al., 2015;
Suttle 2010; Underwood, 1981). Algunas enfermedades que causan lesiones
renales cronicas, crisis hemoliticas (ej. leptospirosis, babesiosis, anaplasmosis,
intoxicacién con Cu, etc.,); desbalances dietéticos de la relacién Ca:P (urolitiasis)
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y/o excesos de vitamina D (debido a la intoxicacion con plantas calcinogénicas
como: Solanum glaucophyllum o Nierembergia rivularis) pueden evidenciar
cambios en concentracion de Pi. (Riet-Correa et al., 2008; Machado et al., 2021).

2.3.2. Factores que pueden afectar la concentracion de fosforo inorganico
durante o post-extraccion de la muestra

Debido a que la concentraciéon de P en el interior de los eritrocitos es 10
veces mayor que en el plasma o suero (Mattioli, 2013), la hemdlisis o hidrdlisis
de los globulos rojos, da lugar a una mayor cantidad de P libre (Little et al., 1971;
Sharifi et al., 2007). Este efecto también ocurre cuando se analiza el Pi de suero
obtenido a partir de coagulos sanguineos de animales muertos, debido a la
autdlisis (Comunicacién Personal Carlos Schild). En este sentido hay factores
que durante y después de la toma de las muestras podrian generar hemdalisis
modificando la verdadera concentracién de Pi y por ende la interpretacién de los
resultados.

En un estudio en vacas lecheras Montiel et al. (2007) observaron que el P
en plasma de un mismo animal era mayor que en suero y que las muestras
obtenidas de la yugular tuvieron 19% menos P que las muestras obtenidas de la
vena coccigea del mismo animal. En otro estudio Fletcher et al. (2016)
observaron en 48 vacas de cria en el ultimo tercio de la gestacion, buena
correlacion (r? = 0.88) entre las muestras obtenidas de la vena coccigea y vena
yugular con una diferencia, no significativa, de 0.10 mg P/dL. Estudios mas
antiguos evidenciaron un aumento de la concentracién de P sanguineo en
funcién del tiempo transcurrido desde la extraccion de la muestra hasta su
procesado, menos evidente con el uso de acido tricloroacético al 5% bufferado
(Little et al., 1971). Muestras que, durante el trabajo de campo en las mangas,
quedan expuestas al sol tienen mas hemdalisis que muestras del mismo animal
pero que durante el trabajo de campo quedaron bajo sombra (Comunicacion
personal Carlos Schild).

Nuevos indicadores plasmaticos, para monitorear el estatus de P en
animales adultos y/o en lactacion, estan siendo evaluados como la concentracion
del carbono terminal del teleopeptido del colageno tipo | (CTX-1), fosfatasa
alcalina 6sea (BALP) y relaciéon Ca:P (Anderson et al., 2017; Barbosa et al.,
2018). En animales con osteomalacia o raquitismo (lesion clasica de la carencia
cronica de P) hay un aumento de CTX-1, BALP asi como de la relacién Ca:P. La
concentracién de P en hueso es el mejor indicador del estatus, sin embargo,
también presenta algunas limitaciones como obtencién y el procesamiento de las
muestras, por lo que generalmente se restringe su uso para investigacién o para
diagnéstico en animales muertos (Little, 1972; Read et al., 1986; Malafaia et al.,
2017; Schild et al., 2021)
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En nuestra region estos biomarcadores aun no han sido probados ni
validados, por lo que la fosfatemia, considerando los aspectos antes
mencionados, sigue siendo una excelente herramienta para el diagnostico de la
enfermedad (Schild et al., 2021), dada su practicidad y bajo costo.
Adicionalmente en la regién aun no se han realizado estudios que evaluen la
variacion de la fosfatemia post-extraccion de la muestra.

Este trabajo forma parte de la Tesis de doctorado (PhD) de MSc. MV. Carlos
Schild.
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HIPOTESIS

La concentracién de P sanguineo, en bovinos de carne ademas de ser
afectada por factores fisiolégicos y nutricionales puede ser modificada por otros
factores post-extraccion de la muestra, que favorecen la produccién de hemolisis
dando lugar a resultados e interpretaciones erroneas.

OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar la variacion de la concentracion de P sanguineo y el grado de
hemolisis preanalitica (post-extraccién) en muestras en bovinos de carne frente
a diferentes métodos de coleta, al tipo de muestra (plasma y suero) y el tiempo
hasta el centrifugado.

ESPECIFICOS

e 1. Evaluar la variacion de concentracién sanguinea de P segun el tipo de
muestra (plasma y suero).

e 2. Evaluar la variacién de concentracién sanguinea de P y el grado de
hemdlisis segun el sitio anatdomico de extraccidén de la muestra o calibre del
vaso sanguineo (vena yugular y vena coccigea); tipo de flujo generado por
el cono de jeringa (excéntrico y concéntrico) y el calibre la aguja (18 G y 22
G).

e 3. Evaluar la variacion de concentracion sanguinea de P y el grado de
hemoalisis segun el tiempo transcurrido entre la colecta de la muestra y el
centrifugado de la misma.
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MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con los objetivos se utilizaron muestras pertenecientes a tres
experimentos realizados con bovinos de carne, criados sobre campo natural.
Para los objetivos 1 se disefid el Experimento 1 debido a que la carencia de P
es una enfermedad con una marcada distribucion geografica y para evitar un
sesgo relacionado a la concentracién de P. Para el objetivo 2 se utilizé
informacion del Experimento 1 y se disefid el experimento 2, mientras que para
el objetivo 3 se disefo el experimento 3. Por otro lado en si bien en esta tesis se
detallan datos de la concentracion de calcio, ya que es un mineral cuyo
metabolismo esta estrictamente relacionado al fésforo, no seran discutidos sus
resultados asi como tampoco los efectos de la relacién Ca:P, enfocandonos
especificamente en el fésforo.

1. SELECCION DE ESTABLECIMIENTOS
En el Experimento 1, se colectaron muestras de 32 establecimientos de 6

departamentos del norte de Uruguay (Artigas, Cerro Largo, Paysandu, Rivera,
Salto y Tacuarembd) que no suplementaban con sales minerales a animales en
crecimiento (vaquillonas de 1era cria) y que no habian laboreado la tierra en por
los menos los ultimos 30 afos. En un periodo de 4 meses se realizaron 2 visitas
a cada establecimiento, la primera de ellas al inicio de lactancia (octubre 2017)
y la segunda durante el entore (enero 2018).

La concentracion de P en suelo y forraje de estos establecimientos se detallan
en la tesis doctoral de Carlos Schild.

En el Experimento 2 se colectaron muestras, en marzo de 2019, de un
establecimiento ubicado en Tacuarembd (georreferencia: -31.916970; -
55.919005) el cual tenia normal concentracion de P en el ambiente (18 mg/kg en
suelo y 2.1 g/kg MS en el forraje) y animales (5.5 mg/dL en suero sanguineo de
vaquillonas de primera cria).

En el Experimento 3 se colectaron muestras de dos establecimientos en
febrero de 2019. Ambos establecimientos habian sido muestreados previamente
durante el Experimento 1. Un establecimiento estaba ubicado en Artigas
(georreferencia: -30.7051174; -56.4858369) y tenia baja concentracion de P en
el ambiente (1 mg/kg en suelo y 1.1 g/kg MS en el forraje) y animales (2.9 mg
P/dL en suero sanguineo de vaquillonas de primera cria). El otro establecimiento
estaba ubicado en Rivera (georreferencia: -31.7343466; -55.2308752) en cual
tenia normal a marginal concentracion de P en ambiente (7.8 mg/kg en suelo y
1.7 g/kg MS en el forraje) y animales (5.3 mg/dL en el suero sanguineo de
vaquillonas de primera cria). En el mapa (Figura 1) se presenta la distribucién
espacial de todos los establecimientos muestreados.
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Figura 1. Distribucion de los establecimientos donde se
realizaron las colectas las muestras de los 3 experimentos.

2. MUESTRAS Y DISENOS EXPERIMENTALES
Para el Experimento 1, las muestras se obtuvieron de un grupo de 3-5

vaquillonas de primera cria de 24-36 meses de edad de los 32 establecimientos.
Individualmente del mismo animal se colectaron 4 muestras de sangre (1 de la
vena yugular sin anticoagulante; 1 de la vena yugular con anticoagulante; 1 de
la vena coccigea sin anticoagulante y 1 de la vena coccigea con anticoagulante).
En todo el experimento se evaluaron en total las 4 muestras de 159 animales (n
= 636). El disefio fue un modelo factorial de 2x2 y cada animal fue considerado
como unidad experimental.

Para el Experimento 2, las muestras se obtuvieron de un grupo de 12
vaquillonas de primera cria de 24-36 meses de edad de un establecimiento.
Individualmente del mismo animal se colectaron 4 muestras de sangre sin
anticoagulante de la v. yugular (1 con aguja de 18 G acoplada a jeringa con cono
excéntrico; 1 con aguja de 18 G acoplada a jeringa con cono concéntrico; 1 con
aguja de 22 G acoplada a jeringa con cono excéntrico y 1 con aguja de 22 G
acoplada a jeringa con cono concéntrico). En todo el experimento se evaluaron
en total las 4 muestras de 12 animales (n = 48). El disefio fue un modelo factorial
de 2x2 y cada animal fue considerado como unidad experimental.

Para el Experimento 3, las muestras se obtuvieron de un grupo de 16
terneras de 9-12 meses de edad de dos establecimientos. De cada ternera
individualmente se colectdé una muestra de sangre con anticoagulante de 50cc
obtenida de la v. yugular, la cual fue inmediatamente fraccionada en 8
submuestras. Pasado los primeros 20-30 minutos desde su obtencion en los
corrales (hora 0), una submuestra de cada animal, fue centrifugadas cada 8
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horas hasta completar 2 dias de estudio (Oh, 8h, 16h, 24h, 32h, 40h, 48h). En
todo el experimento se evaluaron en total las 7 muestras de las 32 terneras (16
en cada establecimiento) (n = 224). El disefo fue un modelo aleatorizado simple
con 7 repeticiones y cada animal fue considerado como unidad experimental.

3. COLECTA DE LAS MUESTRAS
Todas las muestras fueron obtenidas bajos las normas de bien estar animal

(protocolo CEUA INIA 2019.3) por Matias Campos y Cintia Sanguinet, ambos
estudiantes avanzados en Medicina Veterinaria. Previa extraccion todos los
animales fueron sujetados utilizando bozal y/o cepo de forma que las vias
respiratorias no sean comprimidas.

Para el Experimento 1 tanto para la extraccién de sangre de vena yugular
como vena coccigea se utilizaron jeringas de 20 ml con cono excéntrico
acopladas a agujas de 18G. Las muestras de sangre fueron colocadas en tubos
(Vacutainer®) de 5 ml con silice como acelerador de coagulacion para suero y de
3 ml con heparina de litio como anticoagulante para plasma, ambos con gel
separador. Para disminuir el riesgo de hemdlisis posiblemente generado por el
sistema de vacio de los tubos y por la turbulencia de la aguja, los tubos fueron
abiertos previamente y las agujas fueron desacopladas depositando la sangre
por la pared del tubo directamente de las jeringas.

Todos los tubos con las muestras de sangre fueron colocados en
conservadoras con refrigerante hasta iniciar su procesamiento. Generalmente a
las 8 a 16 horas post-extraccion (tiempo estimado entre el inicio de la colecta de
las muestras en el establecimiento mas lejos y el centrifugado de esta en las
instalaciones de INIA Tacuarembd) se realizd la separacién del suero y del
plasma luego de centrifugar las muestras a 4°C, a 3500 revoluciones por minuto
(rpm) durante 10 minutos usando una centrifuga Thermo electron operation®, IEC
MultiRF. Posteriormente con pipetas de Pasteur, el suero y plasma fueron
transferidos a un eppendorf® de 2 ml previamente rotulados, los cuales fueron
colocado en freezer a -20°C durante 7-14 dias, hasta la finalizacion del
procesamiento.

Para el Experimento 2, de cada animal se colectaron las 4 muestras
simultdneamente con una diferencia de 1-3 minutos entre una toma y la otra, y
con una separacion de 10 cm lineales; dos muestras fueron colectadas de la
vena yugular izquierda y las dos restantes en la vena yugular derecha. Para la
extraccion se usaron jeringas de 20 ml con cono excéntrico y jeringas de 10 ml
con cono concéntrico ambas acopladas a agujas de 22 y 18 gauge (G). Las
mismas precauciones para evitar la hemolisis descriptas en el Experimento 1
fueron aplicadas. Las muestras de sangre fueron colocadas en tubos sin
heparina ya descriptos y el resto del procesamiento fue igual que el del
Experimento 1.
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Para el Experimento 3 de cada animal y por uUnica vez, se colectd la muestra
de sangre de la vena yugular usando jeringas de 60 ml con cono excéntrico
acopladas a agujas de 18G y teniendo en cuenta las mismas precauciones para
evitar la hemolisis, antes descriptas. Cada muestra fue fraccionada en 7
submuestras colocadas en tubos sin anticoagulante ya descriptos para obtener
el suero. Luego, desde el momento de la extraccion en los corrales (hora 0) y
cada 8 horas 1 sub-muestra de cada animal fue centrifugada usando una
centrifuga portatil (MRC-Sientific Instrument®, LCEN-324). El resto del
procesamiento fue igual que en el Experimento 1.

4. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
En todas las muestras se realiz6 la determinacién de P y Ca por el método

de reaccién colorimétrica del fosfomolibdato y o-cresolphthalein complexone
respectivamente usando un espectrofotometro automatizado (Dimension Rxl
Max Siemens Diagnostics®). Con este equipo también fue posible calcular para
cada una de las muestras el grado de hemdlisis mediante mediciones
espectrales de la hemoglobina (Hb) libre, a 405 nm, generando un indice que se
describe en una escalade 1 a6 (1: <25 mg/dL, 2: 26-50 mg/dL, 3: 51-200 mg/dL,
4: 201-300 mg/dL, 5: 301-500 mg/dL y 6: > 500 mg/dL) (Dimension, 2003).

5. ANALISIS ESTADISTICOS
Los datos fueron colectados y agrupados en planillas usando hojas de

calculos de Microsoft Excel®. De cada experimento se realizaron analisis
descriptivos para obtener las medidas de resumen y dispersion. Ademas, se
realizaron anadlisis de la varianza, regresion lineal, regresién logistica y
ecuaciones de estimacion generalizadas para determinar diferencias entre
medias y relaciones entre las variables estudiadas (concentracion de P y Ca, tipo
de muestra, grado de hemdlisis, sitio anatomico de extraccion, tipo de jeringa y
aguja y tiempo de inicio del procesamiento de las muestras). Para realizar los
analisis se uso el software informatico Stata v.14.0 (Stata corp, Texas).

5.1. Modificacion de variables

El grado de hemodlisis de las muestras de los 3 experimentos fue por defecto
categorizada en 6 grados, que van consecutivamente desde el 1 al 6, siendo el
1 el de menor hemdlisis y el 6 el de mayor. Adicionalmente para simplificar el
estudio los grados fueron recategorizados unificando el grado 1-2 como “bajo
grado de hemodlisis” (BGH, <50 mg Hb/dL) y el grado 3-6 como “alto grado de
hemolisis” (AGH, >50 mg Hb/dL).
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RESULTADOS
Los resultados de los tres experimentos realizados se describen en
secciones separadas.

Experimento 1
La media + DE (desvio estandar) de Pi y Ca en las 159 vaquillonas de
primera cria fue de 4.5+1.3 mg/dL y 8.7+1.0 mg/dL respectivamente. Las medias
de Pi y Ca por departamento fueron distintas estadisticamente (p < 0.01) para
ambos minerales (Tabla 2)

Tabla 2. Concentracion de fosforo inorganico (Pi) y calcio total (Ca) en sangre
segun departamento. Los numeros son medias + DE (n=159).

Departamento Pi (mg/dL) Ca (mg/dL)
Salto 4.1+1.1 a 8.5+1.2 a
Artigas 4.2+1.5 a 9.0+0.8 Bc
Cerro Largo 4.2+0.8 ab  9.5+0.7 C
Paysandu 4.811.4 b 8.7+1.1 ab
Rivera 4.81+1.4 bc 8.5+0.9 a
Tacuarembo 5.3+1.2 c 8.6+1.0 ab

Referencias: DE= desvio estandar mg=miligramo; dL=decilitro. Las medias con una
letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01)

De acuerdo con el periodo (lactancia/entore) la concentracion de Piy Ca fue
de 4.5£1.3 mg/dL y 8.2+1.0 mg/dL al inicio de lactancia (octubre 2018) y 4.5+1.2
mg/dL y 9.1£0.9 mg/dL durante el entore (enero 2019) respectivamente. No hubo
diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05) entre las medias de Pi de
las muestras de ambos periodos, pero, si de Ca (p < 0.01).

La concentracion de Piy Ca en funcion del tipo de muestra (plasma o suero)
y el sitio anatémico de extraccion (vena yugular y vena coccigea) se evidencia
en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de fosforo inorganico (Pi) y calcio total (Ca) en sangre segun el
tipo de muestras (plasma o suero) y segun el sitio anatémico de extraccion (vena yugular
y vena coccigea). Los numeros son promedios + DE (n = 159).

Plasma Suero Probabilidad (p-value)

Yugular Coccigea  Yugular Coccigea Tipo Sitio  Tipo x Sitio
Pi (mg/dL) 44+1.3 4.7+1.3 4.3+1.3 48+1.3 0.69 <0.01 0.10
Ca(mg/dL) 8.7¢1.0 8.6+1.0 8.7+1.2 89+0.8 0.14 0.93 0.09

Referencias: DE= desvio estandar mg=miligramo; dL=decilitro.
Las muestras obtenidas de la vena coccigea tuvieron 0.37 mg/dL (95%CI:

0.17 — 0.57 mg/dL) mas Pi (p < 0.01) que las de la vena yugular. Adicionalmente
las medias Pi obtenido de ambas venas estaban fuertemente correlacionados
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(r’= 0.79, p < 0.01) (Figura 2). EI modelo estadistico encontrado para predecir
los valores de Pi de v. yugular a partir de Pi de v. coccigea esy = a + Bx;
donde y es la concentracion de Pi en v. yugular y fx es la concentracion de Pi
en v. coccigea.
El modelo es:
Pi dev. yugular (mg/dL) = 0.30 + 0.86 Pidev. coccigea

Figura 2. Correlacion entre la concentracion de Pi en sangre obtenida de la vena
yugular y de la vena coccigea de las 159 vaquillonas de primera cria.
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Todas las muestras tuvieron hemodlisis, sin embargo, las muestras
clasificadas como AGH promediaron 0.51 mg/dL (IC95%: 0.24 — 0.78 mg/dL)
mas Pi (p < 0.01) que las muestras clasificadas con BGH. La concentracién de
Ca tuvo una tendencia (p = 0.09) a ser mayor en las muestras con AGH, con
0.18 mg/dL (IC95%: 0.03 — 0.34 mg/dL) mas que en las muestras clasificadas
con BGH.

En la Table 4 y 5 se evidencian las concentraciones de Piy Ca con BGH y
AGH segun el tipo de muestra y sitio anatémico de extraccion respectivamente.
No hubo efecto significativo entre la interaccion del grado de hemdlisis y el tipo
de muestra o el sitio anatémico de la extraccion. Sin embargo, el 40.1% de las
muestras obtenidas de la v. coccigea fueron clasificadas con AGH, en
comparacion con las obtenidas de la v. yugular donde solamente el 4.9% de las
muestras fueron clasificadas como AGH, siendo estos porcentajes
significativamente (p < 0.01) distintos. El analisis de regresion logistica evidencio
que las muestras obtenidas de la v. coccigea (p < 0.01) tuvieron 8.1 (IC95%: 4.6
— 14.4 OR) veces mas chances de tener AGH que las muestras obtenidas de la
v. yugular (OR= 0.12; IC95%: 0.07-0.22).
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Para la calcemia hubo diferencias significativas segun el tipo muestra y el
grado de hemodlisis, pero no hubo diferencias en cuanto al sitio anatémico de
extraccion (Tabla 4-5).

Tabla 4. Concentracién de fésforo inorganico (Pi) y calcio total (Ca) en sangre
segun el grado de hemdlisis (GH) (alto o bajo) y segun el tipo de muestras
(plasma o suero). Los niumeros son promedios + DE (n=159).

Bajo GH Alto GH Probabilidad (p-value)
Plasma Suero Plasma Suero GH Tipo GH x Tipo

Pi (mg/dL) 44+1.3 4.5+1.3 4.9+1.3 5.0+1.5 <0.01 0.66 0.82

Ca(mg/dL) 8.7¢1.0 8.7+1.1 8.7+09 9.1#0.7 0.09 0.02 0.08

Referencias: DE= desvio estandar mg=miligramo; dL=decilitro.

Tabla 5. Concentracion de Pi y Ca en sangre segun el grado de hemdlisis (GH) (alto o
bajo) y segun el sitio anatomico de extraccion (vena yugular y vena coccigea). Los
numeros son promedios + DE (n=159).

Bajo GH Alto GH Probabilidad (p-value)
Yugular Coccigea  Yugular Coccigea GH Sitio  GH x Sitio

Pi (mg/dL) 4.3+x1.2 4613 4812 50+14 0.03 0.17 0.87
Ca (mg/dL)  8.7+1.1 8.7x0.9 9.2+04 8809 0.03 0.06 0.09

Referencias: DE= desvio estdndar mg=miligramo; dL=decilitro.

Experimento 2

La media £ desvio estandar de Piy Ca en las 12 vaquillonas de primera cria
fue de 6.7£0.9 mg/dL y 10.0+0.7 mg/dL respectivamente. Las concentraciones
de Pi y Ca en suero sanguineo segun la turbulencia generada por el tipo de cono
de la jeringa y diametro de la aguja se evidencian en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentracion de fosforo inorganico (Pi) y calcio total (Ca) en sangre segun el
tipo de jeringa (con cono excéntrico y con cono conceéntrico) y segun el calibre de la aguja
(18 Gy 22 G). Los numeros son promedios + DE (n=12).

Jeringa con cono Jeringa con cono Probabilidad (p-value)

excéntrico conceéntrico
18 G 22 G 188G 22G Jeringa Aguja  Jer x Agu
Pi (mg/dL) 6.8¢0.9 6.6+0.9 6.7+09 6.6+t0.9 0.83 0.71 0.85
Ca(mg/dl) 10.0£0.8 10.1+0.7 10'11'0'7 10'01'0'7 097 093 0.77

Referencias: DE= desvio estandar mg=miligramo; dL=decilitro.

Todas las muestras tuvieron hemodlisis, sin embargo, las muestras
clasificadas como AGH promediaron 0.86 mg/dL (IC95%: 0.08 — 1.65 mg/dL)
mas Pi (p = 0.03) que las muestras clasificadas con BGH. La concentracién de
Ca no fue afectada por el grado de hemdlisis (p = 0.5). No hubo asociacion entre
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el tipo de cono (p = 0.54), diametro de aguja (p = 0.55) y la interaccion de ambos
(p =0.24) con el grado de hemdlisis.

Experimento 3

La media * desvio estandar de Pi y Ca en las 32 terneras fue de 6.5+1.2
mg/dL y 9.5+0.5 mg/dL respectivamente. Las concentraciones de Pi y Ca en
funcién de ambiente y del uso de sales minerales se describe en Tabla 7.

Tabla 7. Concentracion de fésforo inorganico (Pi) y calcio total (Ca) en sangre segun el
ambiente (Amb) de P respecto a su concentracion en suelo y forraje (bajo y alto) y el uso
0 no de suplementacién mineral (SM) con 8% de P. Los numeros son promedios + DE
(n=8).

Ambiente Bajo en P Ambiente Alto en P Probabilidad (p-value)
Sin SM Con SM Sin SM Con SM Amb SM  Amb x SM

Pi (mg/dL) 5.1+0.8 6.7£0.7 6.8+0.7 7.4%1.2 <0.01 <0.01 <0.01
Ca(mg/dL) 10.1%0.3 9.5¢0.4 9.1+x0.3 9.4#05 <0.01 <0.01 <0.01

Referencias: DE= desvio estandar mg=miligramo; dL=decilitro.

Respecto al tiempo en que la muestra tarda, desde su colecta en los corrales,
en iniciar el centrifugado, la concentracion de Pi tuvo un incremento progresivo
cada 8 horas de 0.16 mg/dL (1C95%: 0.14 — 0.18 mg/dL) que fue
significativamente mayor (p < 0.01) a partir de las 24 horas post-extraccion de la
muestra respecto a la hora 0 (Tabla 8).

Todas las muestras tuvieron hemodlisis, sin embargo, las muestras
clasificadas como AGH promediaron 0.83 mg/dL (IC95%: 0.03 — 1.60 mg/dL)
mas Pi (p = 0.04) que las muestras clasificadas con BGH. No hubo asociacion
entre el tiempo hasta el centrifugado y el grado de hemdlisis (p = 0.21). Sin
embargo, se observé que a partir de las 40 horas inclusive hubo una diferencia
de 1.45 mg P/dL mas en las muestras con AGH vs las muestras con BGH.

La concentracion de Ca no fue afectada por el tiempo en que la muestra
tarda en iniciar el centrifugado (p = 0.49), ni por el grado de hemodlisis (p = 0.12).

Tabla 8. Variaciéon de la concentracion de fosforo inorganico (Pi) y calcio
total (Ca) en funcion del tiempo desde la colecta de la muestra en los
corrales y el centrifugado para la obtencion de suero y plasma. Los
nuameros son las medias £ DE (n = 32).

Tiempo Pi (mg/dL) Ca (mg/dL)
00 horas 5.9+1.1 a 9.7+0.5 a
08 horas 6.241.2 ab 9.5+0.5 a
16 horas 6.4+1.2 ab 9.5+0.5 a
24 horas 6.7+1.2 bc 9.5+0.5 a
32 horas 6.8+1.2 c 9.5+0.5 a
40 horas 6.8+1.2 c 9.6+0.6 a
48 horas 6.91£1.2 c 9.51+0.6 a
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Referencias: DE= desvio estandar mg=miligramo; dL=decilitro. Las medias
con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01)
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DISCUSION

La concentracién de Pi tiene gran variacion, que en nuestro estudio fue
influenciada in vivo principalmente debido a dieta (dependiente de la
concentracién de P en el suelo y forraje nativos de la regiones geograficas, como
evidencia el Experimento 1, y por el uso de suplementos mineral, como evidencia
el Experimento 3) asi como por factores post-extraccion de la muestra asociado
al grado de hemolisis (en todos los Experimentos), sitio anatémico de extraccion
de la muestras (Experimento 1) y el tiempo en que las muestras tardan en iniciar
el centrifugado para la obtencion de suero/plasma (Experimento 3). Resultados
similares fueron observados en otros estudios (Little et al., 1971; Montiel et al.,
2007; Sharifi et al., 2007; Fletcher et al., 2016).

A diferencia de lo observado por Montiel et al., (2007) y por Fletcher et al.,
(2016) en nuestro estudio no observamos diferencias estadisticamente
significativas entre suero y plasma en lo que respecta a la concentraciéon de Pi,
registrando las menores concentraciones en las muestras de suero obtenido a
partir de la v. yugular. En este contexto la utilizacién de suero en lugar de plasma
es un medio mas econémico ya que no requiere el uso de anticoagulantes.

Las muestras obtenidas de la vena coccigea tuvieron mas chances de tener
mayor hemdlisis y por ende mayor Pi similar a lo encontrado por otros estudios
(Montiel et al., 2007; Fletcher et al., 2016). Sin embargo, no pudimos encontrar
asociacion estadistica entre el sitio anatdmico de extraccion y el grado de
hemolisis; por lo que es posible que este efecto esté mas relacionado con la
experiencia del operador, hipétesis que no fue evaluada en este trabajo. En
funcion de nuestros resultados para conocer es estatus de Pi de los animales de
nuestra regién las muestras deben ser obtenidas preferencialmente la vena
yugular. Para obtener este tipo de muestra, es necesario que los productores
cuenten en la manga con un cepo, un bozal y/o mocheta, entre otras
comodidades. En nuestras condiciones muchos productores no cuentan con
estas instalaciones por lo que las muestras obtenidas de la vena coccigea son
la Unica opcidn; en estos casos es recomendable realizar el ajuste por el modelo
de regresion descripto.

Un estudio realizado en humanos, en Paris, demostré que la concentracién
de P en sangre entera disminuye a las 3 horas de haber obtenido las muestras
debido a la glucdlisis, sin embargo, en ese mismo estudio en las muestras de
plasma hubo un aumento progresivo de Pi, aunque no significativo hasta 6 horas
post extraccion, debido a la hemolisis (Monneret et al., 2016). En los bovinos de
nuestro estudio la concentraciéon de P en suero tuvo un aumento progresivo,
aunque sin variaciones estadisticamente significativas durante las primeras 24
horas; este es un tiempo prudencial para el envio de las muestras al laboratorio
y asi evitar interpretaciones erroneas. Similarmente a lo observado en el trabajo
de Monneret et al., (2016), en nuestro estudio, el aumento progresivo de las
concentraciones de Pi posiblemente esté asociadas a la hemdlisis inherente a la
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toma de la muestra. Sin embargo, todas las muestras fueron extraidas de v.
yugular de las cuales el 96.1% tenian BGM, lo que evidencia que el aumento
progresivo de la concentracion de P estuvo mas asociado a la autolisis de los
eritrocitos mas que a la hemolisis generada por la toma de la muestra.

A pesar de la amplia variacion que presenta el Pi sanguineo, esta
determinacion es de gran utilidad para el diagnéstico de la carencia de P (Dixon
et al., 2011; Quigley et al.,, 2015; Schild et al., 2021) siempre que sean
consideradas las variables estudiadas en nuestro trabajo. Dado que Uruguay
tiene regiones endémicas de carencia de P, mas estudios que nos permitan
conocer mejor la biodinamica y metabolismo del fésforo tanto en sangre como
en sus reservas 0seas deben ser realizados.
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CONCLUSION

Para realizar un correcto diagnostico respecto al estatus de P de los
animales o rodeos en nuestras condiciones a través de su determinacién en
sangre tanto en suero como en plasma, debemos obtener las muestras de la
vena yugular y centrifugarlas antes de 24 horas de haberlas obtenido.
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