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				Resumen

				La hipocalcemia puerperal es una enfermedad metabólica de alta prevalencia en hatos lecheros que afecta de forma significativa la salud del animal y la rentabilidad de la explotación. Su diagnóstico es determinado por serología, siendo un método poco frecuente por la necesidad de tener un resultado rápido y oportuno para el tratamiento adecuado y de esa forma evitar la muerte del animal. La información sobre el calcio y su homeostasis, la hipocalcemia, métodos de prevención y herramientas diagnósticas disponibles de campo, fue recopilada en esta revisión literaria por medio de motores de búsqueda confiables. Las herramientas diagnósticas de campo descritas abarcaron un amplio abanico de opciones en cuanto a costo, práctica y facilidad de implementación, logrando ofrecer estrategias de prevención de la enfermedad que permitirán un mejor manejo del hato con un impacto económico positivo.

				Palabras clave: calcio; DCAD; fiebre de leche; hipocalcemia; EDTA.

			

		

		
			
				Abstract

				Puerperal hypocalcemia is a highly prevalent metabolic disease in dairy herds that significantly affects animal’s health and farm’s profitability. Its diagnosis is determined by serology, a rare method due to the need of quickly and timely results for adequate treatment and thus avoid the animal’s death. Information on calcium and its homeostasis, hypocalcemia, prevention methods and diagnostic tools available on field, were compiled in this literary review through reliable search engines. The described field diagnostic tools cover a wide range of options in terms of cost, practice and ease of implementation, achieving to offer disease prevention strategies that will allow a better herd management with a positive economic impact.

				Keywords: calcium; DCAD; milk fever; hypocalcemia; EDTA.
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				Introducción

				El ganado bovino lechero se caracteriza por presentar mayores requerimientos nutricionales debido a su potencial genético y su máxima producción. Cuando estos requerimientos no son cubiertos adecuadamente, el animal está predispuesto a presentar desbalances nutricionales que conllevan a desordenes metabólicos. Estas alteraciones generan un impacto económico negativo dentro de la rentabilidad de la explotación ganadera. Tanto la selección genética, como la incorporación de técnicas de manejo para incrementar la producción lechera (Reinhardt et al., 2011), buscan abastecer la alta demanda creciente de leche y productos lácteos a nivel mundial (FAO, 2020), lo que provoca en los animales una mayor susceptibilidad a enfermedades metabólicas, especialmente desequilibrios de origen mineral (Ramberg et al., 1984 ; Champness, 2007; Albornoz et al., 2016). 

				La hipocalcemia puerperal es una de las enfermedades metabólicas con mayor impacto dentro de una explotación ganadera, su diagnóstico es realizado por medio de pruebas serológicas a nivel de laboratorio, donde existen varios métodos que miden el calcio sanguíneo (calcio total (tCa) o calcio ionizado (iCa-forma activa del calcio)) como son la fotometría de espectro de absorción atómica, precipitación de oxalato seguido de valoración, fotometría fluorométrica, titrimétrica, fotometría de llama y determinación fotométrica (Sandholm et al., 1979 Kennedy, 2011). 

				Rollin (2006), Guiducci et al. (2017) y Neves et al. (2018) en reportaron que la medición del Ca en forma ionizada es catalogada como prueba gold standard, mientras que Sweeney et al. (2014), Caixeta et al. (2017) y Rodríguez et al. (2017) respaldaron la medición de tCa por su menor costo y facilidad de determinación. 

				En cuanto al diagnóstico en campo, al ser una enfermedad de curso rápido, es necesario un diagnóstico acertado y ágil, determinado por la observación de los signos clínicos presentados por el animal. Una prueba de laboratorio es más específica, pero conlleva mayor inversión de dinero y lo más importante, tiempo (traslado de muestra, obtención de resultados). 

				Por esta razón, el análisis de laboratorio no es llevado a cabo rutinariamente, pasándose directamente al tratamiento de aplicación de calcio, aun sin tener la certeza del diagnóstico definitivo de la enfermedad, ya que esta puede confundirse con otras afecciones de origen metabólico como la hipomagnesemia, hipofosfatemia, síndrome de la vaca caída, mastitis tóxica, metritis tóxica, entre otros (Manual Merck de Veterinaria, 2000; Rollin, 2006; Goff, 2008). Aun cuando en la literatura se reporta investigaciones sobre la determinación diagnóstica de esta enfermedad, no se encuentran publicaciones que recopilen varios métodos para la determinación en campo de iCa o tCa en vacas, en periodo puerperal. 

			

		

		
			
				Rodríguez et al. (2017) reportaron que la hipocalcemia es una enfermedad que afecta comúnmente a todos los hatos lecheros, observándose prevalencias de hasta a un 78%; por lo que, es importante identificar pruebas que permitan el diagnóstico en campo rápido y efectivo (Rollin, 2006; Kennedy, 2011; Domino et al., 2017; Sepúlveda y Wittwer, 2017; Neves et al., 2018; Wilkens et al., 2020). 

				El objetivo de esta revisión fue recolectar información sobre la hipocalcemia y pruebas diagnósticas, que permitieron la medición de calcio en campo de vacas lecheras en el periodo puerperal. 

				Metodología 

				Búsqueda de literatura publicada 

				Se realizó la búsqueda de información sobre la enfermedad hipocalcemia en el periodo puerperal y sobre los métodos desarrollados para su detección en campo, que abarcó artículos publicados en inglés, español y alemán desde 1950 hasta 2020. Para su investigación se usó motores de búsqueda como Google Scholar (https://scholar.google.es/), Librería Nacional de Medicina a través de Pubmed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y ResearchGate (https://www.researchgate.net/). La búsqueda se llevó a cabo entre el 13 de abril y 9 de agosto del 2020, incluyendo palabras clave: hypocalcemia, cow, cattle, diagnosis, DCAD (hipocalcemia, vaca, ganado vacuno, diagnosis, DCAD). Las publicaciones incluidas para la revisión fueron escogidas por su relación con el tema y contenido relevante y actual. Artículos recomendados en referencias fueron obtenidos a través de Google (www.google.com) o solicitados por correo al autor si no estaban disponibles en web. 

				Desarrollo 

				Calcio 

				El calcio (Ca) es el macromineral más abundante en el cuerpo y es esencial para la formación del esqueleto, componente de la leche, transmisión de impulsos nerviosos, contracción muscular, coagulación sanguínea y actividad enzimática. Actúa como mensajero secundario entre la superficie e interior de la célula, así como participa en el crecimiento celular, proliferación celular y activación de células del sistema inmunitario (Reinhardt et al., 1988; National Research Council (NRC), 2001; Hadžimusić and Krnić, 2012; Martinez et al., 2014; Wilkens et al., 2020).

				Su distribución en el organismo se encuentra en un 98-99% en los huesos, un 1-2% entre citosol y líquido extracelular. En fluidos extracelulares se presenta en un 45% ligado a proteínas plasmáticas como la albúmina, 5% ligado a componentes orgánicos o inorgánicos de la sangre y en un 50% es Ca ionizado, en forma soluble que representa su forma activa (Reinhardt et al., 1988; NRC, 2001; Albornoz et al., 2016; Plumb, 2018). 
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				Una de las formas de secreción del calcio es por medio de la producción de leche, en donde el animal puede producir de 10 a 20 kg de calostro en 24 horas al inicio de la lactancia, equivalente a unos 20 a 80 g de Ca, cantidad que excede el contenido disponible de Ca en fluidos extracelulares, que solo alcanza de 8 a 10 g, de los cuales tan solo 2,5 a 4 g se encuentran disponibles en el plasma (Reinhardt et al., 1988; Goff, 2000; Martínez et al., 2014; Sepulveda et al., 2017). 

				Homeostasis del calcio 

				El Ca se encuentra regulado de forma hormonal a través de la Parathormona (PTH), Calcitriol más comúnmente descrita como 1,25(OH2) D3 y la Calcitonina (CT) (Reinhardt et al., 1988; Horst et al., 2005; Albornoz et al., 2016) la cual puede aparecer como respuesta a los altos niveles de PTH, dificultando la recuperación de los niveles normales de calcio (Rodríguez, 2015). 

				La PTH es secretada a nivel de la glándula paratiroides, su función es estimular la actividad de los osteoclastos a nivel de hueso para la liberación de Ca, reabsorción del mismo a nivel renal y síntesis de la 1,25(OH2) D3. El Calcitriol o 1,25(OH2) D3 es la forma activa de la vitamina D, es sintetizada en los riñones y en menor cantidad en piel, hígado y placenta. Actúa a través de la absorción de Ca a nivel intestinal, reabsorción en riñones y reducción de la eliminación por medio de la orina. 

				Tanto la PTH como el Calcitriol presentan acción hipercalcemiante, la cual se presenta cuando se produce una disminución de Ca en fluidos extracelulares. La Calcitonina es secretada por la tiroides y presenta una acción antagonista a la PTH en respuesta a una hipocalcemia a través de la liberación de Ca mediante los riñones e inhibición de reabsorción en huesos (Adams y Hewison, 2012; Albornoz et al., 2016). Durante el periodo seco, estos mecanismos se encuentran inactivos dado que los requerimientos de Ca se encuentran normalmente cubiertos por la dieta y es durante el periparto que los mecanismos actúan a fin de elevar los bajos niveles de Ca provocados por la alta producción de calostro (Horst et al., 1997; Corbellini, 2000). 

				Los tejidos involucrados en la homeostasis del calcio tienen un periodo diferente para reaccionar, los riñones tardan solo minutos en la reabsorción de calcio de fluidos tubulares (orina) y ocupan de 8 a 16 horas para incrementar el nivel de 1,25(OH2)D3 en plasma, en los intestinos se necesita de 12 a 24 horas para un incremento en las proteínas involucradas en la absorción de calcio, mientras que en los huesos el proceso de eliminación de tejido óseo para liberar calcio se inicia en minutos y puede tomar hasta 96 horas en vacas viejas (Goff, 2020). 

				Hipocalcemia 

				La hipocalcemia es una enfermedad metabólica provocada por un desequilibrio en los niveles de Ca en la sangre, que se presenta especialmente en vacas lecheras con altos niveles de producción y elevados requerimientos nutricionales necesarios para mantener la producción, tanto de calostro como de leche 

			

		

		
			
				durante toda la lactancia (Champness, 2007; Albornoz et al., 2016). Puede presentarse entre las 24 horas preparto hasta 72 horas postparto (Contreras, 2002; Espino et al., 2005; Neves et al., 2017; Sepulveda et al., 2017) e incluso algunas vacas pueden permanecer en un estado de hipocalcemia subclínica durante los primeros 15 días postparto (Hadžimusić y Krnić, 2012 Fiore et al., 2020). Horst et al. (2005) reportaron que, en casos de enfermedad, hasta un 25% de los animales recaen en las siguientes 24 horas y deben recibir tratamiento adicional. 

				Respecto a los valores normales de calcio en las vacas adultas, la literatura reporta una gran variabilidad, encontrándose resultados de 8,5 a 10 mg·dL-1 (Goff, 2008), ≥8,9 a 11,0 mg·dL-1 (Herdt et al., 2000), 10 a 12 mg·dL-1 (Manual Merck de Veterinaria, 2000), entre otros; pero coincidiendo en que niveles <8m·dL-1 y <4 mg·dL-1 en tCa y iCa, respectivamente, fueron considerados como hipocalcemia (Herdt et al., 2000). De la misma forma, cuando los valores estuvieron por debajo de 5.5 mg·dL-1 de tCa el animal comenzará a presentar signos clínicos (da Silva et al., 2019). 

				La producción súbita de calostro en el momento del parto, produce una disminución leve de los niveles sanguíneos de Ca, los cuales se recuperan durante las 48 horas posteriores al parto (Goff et al., 2014), por medio de la absorción intestinal, resorción ósea y reabsorción renal (Ramberg et al., 1984). Cuando estos mecanismos son activados rápida y correctamente no se presenta la enfermedad dando origen a una hipocalcemia fisiológica (Contreras, 2002), caso contrario, cuando los niveles de Ca no son suficientes para mantener la producción de calostro, el animal presentará una severa hipocalcemia ya sea clínica o subclínica. 

				El deterioro de la homeostasis del calcio puede presentarse por factores tales como la síntesis y/o excreción insuficiente de PTH o de 1,25(OH2) D3, por una respuesta menor de los tejidos involucrados (huesos, riñones, intestino), disminución de calcio en la ingesta, por una hipomagnesemia que provoca reducción de la secreción del calcio y respuesta de tejidos a PTH y metabolismo de vitamina D (1,25(OH2) D3), por una hiperfosfatemia que interfiere en el metabolismo de la vitamina D, por alcalosis metabólica que afecta los receptores de PTH en huesos y riñones, por estrés que favorece la secreción de Calcitonina y su acción hipocalcemiante y por el exceso de calcio en dieta lo que limita la absorción de calcio (Jorgensen, 1974; Reinhardt et al., 1988; Goff, 2000; Contreras, 2002; Goff, 2008; Albornoz et al., 2016; Wilkens et al., 2020). 

				La hipocalcemia puede presentarse en forma clínica y subclínica y es conocida como Fiebre de leche, a pesar de ser una enfermedad afebril (Manual Merck de Veterinaria, 2000; Contreras, 2002; Horst et al., 2005) con hipotermia de 35,5 ºC a 37,7 ºC, cuando los valores normales se encontraron dentro del rango de 38,3ºC a 39,4 ºC (Horst et al., 2005). La presentación subclínica (SCH) de la enfermedad afectó a un mayor porcentaje del hato, alcanzando hasta un 48 a 50% e incluso 78% (Horst et al., 2003; Goff, 2008; Reinhardt et al., 2011; Rodríguez et 
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				al., 2017; Sepulveda et al., 2017), mientras que la hipocalcemia clínica o Fiebre de leche (MF) alcanza un porcentaje menor de 5 a 6% (Goff, 2008; Reinhardt et al., 2011; Sepulveda et al., 2017) disminuyendo incluso hasta 1% en hatos con mayor y mejor control (Goff, 2008). 

				La prevalencia de la enfermedad se incrementó con el número de partos (Reinhardt et al., 2011), debido a la disminución en el número de osteoblastos disponibles, lo cual redujo la respuesta a la PTH disminuyendo la liberación de calcio, así como la reducción en receptores para la 1,25(OH2) D3 en el intestino (Goff, 2000; Goff, 2020; Wilkens et al., 2020). 

				La SCH es la presentación asintomática de la enfermedad y por ello de más difícil detección. La MF, por lo contrario, presentó una variedad de signos que pueden agruparse en tres estadios. Durante el estadio 1, la vaca puede mantenerse en pie, pero se muestra atáxica, con excitabilidad y sensibilidad, con movimientos de orejas y cabeza. En el estadio 2, el animal no puede mantenerse de pie y cae a una posición decúbito esternal, con signos de depresión, anorexia, hipotermia, taquicardia e intensidad cardiaca disminuida, rumen meteorizado, retención de orina y heces, pérdida de tono del esfínter anal y la cabeza extendida con cuello en forma de S. Durante el estadio 3, el animal pierde el conocimiento de forma progresiva hasta el estado comatoso, presentando flacidez muscular completa, disminución de latidos cardiacos y pulso indetectable hasta llegar a la muerte (Manual Merck de Veterinaria, 2000; Contreras, 2002). 

				Si el animal no es diagnosticado a tiempo, y llega al estadio 2 o 3 de la enfermedad, éste presentará un aplastamiento de los miembros posteriores que conllevará a un daño muscular, fracturas, dislocación y presión sobre la ubre. De esta manera, la confirmación del diagnóstico oportuno e instauración rápida del tratamiento evitará el avance acelerado de la enfermedad (Kennedy, 2011). Hibbs (1950) reportó que, sin el uso adecuado del tratamiento para la hipocalcemia, un 60 a 70% de los animales mueren. 

				El gran impacto de la hipocalcemia en la salud del animal y en la rentabilidad de la explotación se debe no solo por los gastos que concurren con la enfermedad, sino a los problemas asociados a la misma como es el caso de las distocias (Curtis et al., 1983; Houe et al., 2001), prolapso uterino (Risco et al., 1984; Houe et al., 2001; Hadžimusić y Krnić, 2012), reducción de motilidad uterina (Robalo Silva y Noakes, 1984), así como los posteriores al parto como son las retenciones placentarias (Curtis et al., 1983; Houe et al., 2001), metritis (Houe et al., 2001; Martinez et al., 2012), disminución en función ovárica (Caixeta et al., 2017), retraso en presentación de primer estro (Rodríguez et al., 2017), disminución de respuesta a los protocolos de sincronización relacionada a una involución uterina lenta y retraso en la primera ovulación postparto (McNally et al., 2014), disminución de 

			

		

		
			
				probabilidad de preñez al primer servicio (Chapinal et al., 2012; Caixeta et al., 2017; Venjakob et al., 2018), aumento de hasta 15 días en IEP (Martinez et al., 2012) y mastitis (Curtis et al., 1983; Houe et al., 2001; Goff, 2008). 

				También se encontraron estudios en donde se argumentaron alteraciones digestivas como la disminución de motilidad del abomaso y rumen (Goff, 2008) provocando desplazamiento del abomaso (Goff, 2008; Chapinal et al., 2011; Seifi et al., 2011; Hadžimusić y Krnić, 2012; Patelli et al., 2017), y a nivel humoral, celular y hormonal, la supresión de función de células inmunitarias mononucleares (Kimura et al., 2006; Sweeney et al., 2014) y de células polimorfonucleares alterando actividad fagocitaria dada por la reducción de Ca en citosol (Ducusin et al., 2003; Martinez et al., 2012), aumento en los niveles de cortisol (Horst y Jorgensen, 1982) que exacerba la inmunosupresión del parto (Goff y Horst, 1997b), disminución de concentraciones de insulina en plasma aumentando niveles de glucosa y movilización de lípidos (Littledike et al., 1968; Goff y Horst, 1997b; Martínez et al., 2014) los cuales incrementaron el riesgo de cetosis (Curtis et al., 1983; Goff y Horst, 1997b), así como también alteraciones en el metabolismo hepático (Chamberlin et al., 2013). 

				En cuanto a los resultados de producción animal, la hipocalcemia redujo la ingesta de alimento (Charbonneau et al., 2006; Martinez et al., 2014), produjo efecto negativo sobre la producción de leche (Block, 1984; Venjakob et al., 2018), generó mayor pérdida de peso en animales de segundo parto (Caixeta et al., 2015), e incrementó el porcentaje de eliminación de ganado durante los primeros 60 días postparto (Seifi et al., 2011; Venjakob et al., 2018). 

				Muchos de los problemas descritos anteriormente pueden presentarse en la SCH. Por esta razón es importante como medida diagnóstica realizar mediciones de los niveles de Ca (Van Saun, 2016; da Silva et al., 2019) en el periodo de estrés metabólico; es decir, antes del parto y después para identificar vacas que presentaron problemas (Van Saun, 1997). Al no estar familiarizados con métodos rentables (económicos y efectivos) para la medición de Ca en campo, suele ser imposible saber si la aplicación del Ca al postparto fue usado como tratamiento preventivo o curativo de la enfermedad (McArt y Oetzel, 2015). 

				El tratamiento de elección para restablecer la normocalcemia es la aplicación de borogluconato de calcio. Este puede administrarse de diferentes formas, en la vía intravenosa se utiliza en cantidades de 8,5 a 11,5 g Ca·500 ml-1 o realizando el cálculo de 2 g Ca·100 kg-1 de peso vivo corporal a una velocidad de 1 g·minuto-1 (Goff, 2008). Por la vía subcutánea, en aplicaciones de 0,5 a 1,0 g Ca·inyección-1 en 6 a 10 sitios diferentes. Respecto a la vía oral, éste tratamiento no fue recomendado cuando el animal se encontraba caído debido a la falta de motilidad en el sistema digestivo (Goff, 2008; Plumb, 2018).
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				El valor óptimo de DCAD aún no ha sido establecido como parámetro específico dentro de la literatura, esto se debe a que varios estudios han logrado resultados favorables con diferentes valores. Santos et al. (2019) en su meta-análisis determinaron que al reducir el DCAD de +200 a -100 mEq·kg-1, se produjo un incremento de tCa sanguíneo en el día del parto de 1,86 a 2,04 ± 0,05 mM o 7,45 a 8,18 mg·dL-1. Esta revisión determinó que en los datos analizados el DCAD negativo no necesita ser menor a -150 mEq·kg-1 de materia seca para lograr la disminución de la enfermedad y sus consecuentes complicaciones. 

				Para calcular el DCAD se requiere conocer que los aniones como cloruro, azufre y fósforo tienen carga negativa, mientras que los cationes como sodio, potasio, calcio y magnesio presentan carga positiva; los iones sodio, potasio, cloruro y azufre son considerados iones fuertes que tienen mayor impacto en el balance ácido-base (Oetzel, 2000). Las dietas DCAD altas en potasio y/u otros cationes, reducen la sensibilidad de tejidos a la PTH, produciendo un estado de pseudohipoparatiroidismo que disminuye la respuesta homeostática para el calcio (Goff y Horst, 1994; Goff et al., 2014). 

				Block (1984), Oetzel (2000), Charbonneau et al. (2006) y Goff et al. (2014) reportaron que la fórmula estándar más acertada para el cálculo del DCAD es: 

				[(Na + K) - (Cl + S)] 

				mientas que Charbonneau et al. (2006) reportaron en su meta-ánalisis otra fórmula como la más correlacionada con la incidencia de fiebre de leche y el pH urinario: 

				[(Na + K) - (Cl + 0,6 S)] 

				A pesar de lograr equilibrar la dieta para los animales con el DCAD adecuado como método de prevención de la enfermedad, existe un gran problema por su baja palatabilidad. Por esta razón, ha sido incluida dentro de la sal mineralizada como alternativa para incrementar su consumo en el preparto (Reinhardt et al., 1988; Goff y Horst, 1997a; Thilsing-Hansen et al., 2002; Espino et al., 2005; Albornoz et al., 2016; Caixeta et al., 2020; Goff, 2020). A pesar de esto, Santos et al. (2019) y Goff et al. (2020) reportaron que este tipo de dietas ayudaron a aumentar la ingesta del animal en el postparto. 

				Suplementación de calcio oral

				El suministro de los bolos se realiza con una dosis inicial justo después del parto y una repetición a las 12 horas como tratamiento preventivo, mientras que se inicien los mecanismos reguladores que propicien la normocalcemia (Jorgensen, 1974 ; Wilkens et al., 2020). En algunos casos se recomienda 4 dosis, una preparto, la siguiente al parto y dos en las subsiguientes 12 y 24 horas (Albornoz et al., 2016). Cada bolo aporta entre 40 a 50 g de calcio (Thilsing-Hansen et al., 2002). 

				Este método presenta algunas desventajas dentro de las cuales está su periodo de acción ya que es de corta duración, pudiendo necesitarse más suplementación, además puede generar irritación en las mucosas del tracto gastrointestinal (Goff & Horst, 1994 Thilsing-Hansen et al., 2002), así como la presentación de acidosis excesiva (Goff y Horst, 1993; Goff y Horst, 1994). 

			

		

		
			
				Si el diagnostico no es el acertado, los animales pueden presentar una hipercalcemia durante el tratamiento administrado, presentando problemas cardiacos o renales, así como también irritación venosa en el sitio del tratamiento o reacciones tisulares en los sitios de aplicación intramuscular o subcutánea (Plumb, 2018). 

				Prevención 

				En las explotaciones ganaderas es muy común encontrar el uso de métodos preventivos en el período preparto para estimular los mecanismos de absorción de calcio. Dentro de estos se encontraron: la administración en la dieta de sales aniónicas (DCAD), suplementación con bolos de calcio oral y dietas bajas en calcio (Thilsing-Hansen et al., 2002). 

				Otros métodos menos usados fueron la administración de Parathormona, vitamina D y análogos, así como el control de los niveles de magnesio y carbohidratos dentro de la dieta. En los métodos productivos se encontraron la reducción de los días del período seco, el control de la condición corporal (Jorgensen, 1974 ; Manual Merck de Veterinaria, 2000; Oetzel, 2000; Thilsing-Hansen et al., 2002; Horst et al., 2005; Albornoz et al., 2016; Goff, 2020; Wilkens et al., 2020), ordeño a las vacas próximas en el periodo preparto y disminución del ordeño al inicio de la lactancia. Estos dos últimos métodos son menos usados por tener menos efectividad como aseguraron Salgado-Hernández et al. (2014), donde no registraron relación entre el Ca en suero y el Ca secretado a través del calostro. 

				Sales aniónicas con diferenciación catión-anión (DCAD)

				Estas son administradas en la dieta por lo menos 10 días antes del parto (Oetzel, 2000; Thilsing-Hansen et al., 2002). Su objetivo es provocar una acidosis compensatoria en el organismo del animal aumentando la capacidad de movilización del calcio desde los huesos, así como el incremento de la producción de 1,25(OH2)D3 para la respectiva absorción intestinal. Estos mecanismos lograron equilibrar los niveles séricos de Ca cuando se presentó el descenso brusco en el momento del parto. 

				La forma de corroborar la efectividad de estas sales es a través del monitoreo del pH urinario, donde los rangos normales se encuentran entre 5,5 a 6,2 siendo <6,5 el valor para considerarse exitoso (Thilsing-Hansen et al., 2002; Espino et al., 2005; Constable et al., 2009; Santos et al., 2019; Caixeta et al., 2020;). Según describió Wang et al. (2002) cuando se presentaron cambios en el pH, la unión de iones de Ca a proteínas plasmáticas como la albúmina se afectó debido a que estos iones compitieron con los iones de hidrógeno por los sitios de unión en estas proteínas.

				De esta manera, cuando disminuyeron los niveles de calcio ionizado el pH aumentó (hubo incremento de la cantidad de iones H libres) y viceversa, indicando una unión más fuerte de calcio a proteínas en ambientes alcalinos. La importancia fisiológica de porque la unión de iones a proteínas dependió del pH y porque un estado de acidosis afectó el metabolismo del calcio, no se ha establecido (Thilsing-Hansen et al., 2002; Wang et al., 2002), pero al registrarse niveles de iCa sanguíneo bajos se activaron los mecanismos de regulación del Ca, razón por la cual, es una herramienta adecuada para controlar los niveles de calcio. 
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				Dietas bajas en calcio

				El requerimiento de calcio para una vaca seca en sus últimos 40 días de gestación es de 22,5 g (NRC, 2001). Por tal motivo, mantener los niveles de calcio en la dieta por debajo de esos valores, ayuda a prevenir que los mecanismos homeostáticos del calcio permanezcan inactivos y puedan por medio del feedback ser activados en el momento del parto, evitándose la caída brusca de las concentraciones de calcio en plasma (Boda & Cole, 1954; Goings et al., 1974; Green et al., 1981; Kichura et al., 1982; Ramberg et al., 1984; Wilkens et al., 2020). Kichura et al. (1982) argumentaron en su investigación, que para que este método sea efectivo, debe iniciarse al menos 14 días antes del parto, aunque Thilsing-Hansen et al. (2002) y Wilkens et al. (2020) mencionaron que presentaron la dificultad del mantenimiento de una dietas con <20 g de calcio al día. 

				Después de dar una leve revisión a la enfermedad y sus posibles métodos de prevención y tratamiento, se enfocara en los métodos existentes de diagnóstico en campo de la enfermedad. 

				Herramientas de diagnóstico 

				Tests para medición de dureza del agua

				Una forma de medir niveles de tCa es por medio del método de tritación o test comerciales en forma de tirillas (Kennedy, 2011). Fiore et al. (2020) determinaron, con un kit de química titrimétrica, niveles de tCa en muestras de plasma sanguíneo con una sensibilidad y especificidad de 88% y 83% respectivamente y resultados de R2= 0,72, P<0,001 correlacionado con la prueba de referencia. 

				Dentro de los beneficios otorgados a esta técnica, se encuentra su facilidad de uso, rapidez (menos de 5 minutos) y bajo costo (€ 1,4 o $ 1,65), aunque la desventaja existente es la necesidad de disponer de una centrífuga para obtención del suero sanguíneo y en las cantidades necesarias para la prueba (7 mL). Matsas et al. (1999) reportaron una sensibilidad y especificidad de 100 y 73% respectivamente, corroborando también la desventaja de la disposición de la centrífuga en campo. Este tipo de test también ha sido probado con éxito en ovejas, con unos resultados de correlación de R2= 0,77, P<0,001 con el método estándar en laboratorio y con una sensibilidad de 83,3% y especificidad de 100% (Aktas et al., 2010). 

				Kennedy (2011) analizó la correlación existente entre los niveles de calcio encontrados en sangre y en la sudoración nasal (1 µL), reportando una correlación altamente significativa de R2= 0,54 y estableciendo niveles normales de calcio para sangre de 8 a 10 mg·dL-1 y para sudor nasal de 8,5 a 9,9 mg·dL-1, sugiriendo el uso del test de dureza de agua en sudor nasal como método diagnóstico en la determinación de los niveles de calcio. 

			

		

		
			
				Tests de tirillas y papel para medición de pH

				Algunos autores (Nappert & Naylor, 2001; Rollin, 2006; Kennedy, 2011; Lynch, 2016) recomendaron como método práctico y económico, el uso de tirillas para medición de pH en orina, normalmente usados para agua de piscinas, en determinación de niveles de acidificación y su relación con los niveles de calcio en vacas en dietas DCAD. 

				La desventaja existente de éste método recae en la poca iluminación disponible en campo en las horas de la madrugada, lo que podría afectar la lectura y el poder coincidir con el indicador de color correcto al resultado (Nappert y Naylor, 2001). Constable et al. (2019) evaluaron las tirillas de orina y papel reactivo de pH como método diagnóstico, reportando sensibilidad de 0,926; 0,960 y especificidad de 0,987; 0,968, respectivamente. A su vez, ellos ratificaron que el uso de tirillas o papel de medición de pH pueden ser usados como métodos precisos, prácticos y de bajo costo ($ 0,30/$ 0,04; respectivamente) en la determinación de pH urinario en vacas alimentadas con dietas acidogénicas, especificando que el papel de medición presenta una mayor precisión por su estrecho rango de medición de pH y su menor costo. 

				El uso de este método ha sido investigado en otras especies como perros y gatos donde también se obtuvieron resultados aceptables (perro: rs= 0,96, gato: rs= 0,91, bovino: rs= 0,94), que lo hacen adecuado para la estimación del pH, a pesar de tener la desventaja de ser un método subjetivo dependiendo del operador que realice la prueba (Defontis et al., 2013). 

				A pesar de las desventajas expuestas anteriormente, las tirillas reactivas presentan beneficios como el no necesitar de reactivos, fácil manejo, corto tiempo de análisis, poco uso de instrumental y bajo costo (Capitán-Vallvey et al., 2002). 

				Test de coagulación sanguínea con el uso de EDTA

				Basándose en la presencia obligatoria del calcio para el proceso de la cascada de coagulación (Rollin, 2006; Flores-Rivera et al., 2014) y que el ácido etilendiaminotetracético (EDTA) funciona como agente quelante, algunos autores han desarrollado pruebas para la determinación de calcio sanguíneo. Se ha demostrado en investigaciones, que el EDTA secuestra al calcio circulante en la sangre provocando una hipocalcemia, en esta reacción el ion de sodio presente en el EDTA es desplazado por el calcio, formando un complejo no tóxico, soluble y fisiológicamente no disponible que se excreta a través de los riñones (Rubin et al., 1960; Desmecht et al., 1995). 

				Linhart (1989) argumentó que al agregar determinada cantidad de EDTA a una muestra de sangre, los iones calcio presentes formarán un complejo, de tal forma que, si todo el calcio está quelado, la muestra sanguínea no podrá coagularse. Mayer et al. 
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				(1965) reportaron la primera investigación con el uso de EDTA como método diagnóstico. Durante su proceso, ellos usaron 0,01 mL de solución acuosa de EDTA a una concentración de 5 mEq·L-1 combinada con 1 mg de calcio. 

				La metodología descrita argumentó seis tratamientos repartidos en seis tubos, un testigo sin EDTA y cinco restantes con distintas cantidades de EDTA, a fin de determinar diferentes concentraciones de calcio. Para llevar a cabo este proceso, era necesario calentar los tubos para evaporar el agua presente, lo que determinaría una lectura de diagnóstico en un tiempo transcurrido entre 15 minutos a 2 horas cuando se realizaba la prueba a temperatura ambiente. 

				El resultado final determinó que si se presentaba la formación de un coágulo dentro del tubo, significaría que se presenta un exceso de calcio que no fue quelado por el EDTA, situando la muestra sobre cierto límite de medición de 6 a 10 mg·dL-1. Martig et al. (1974) comprobaron la factibilidad de esta prueba con 50 vacas, obteniendo una sensibilidad del 95% y una especificidad del 100%. 

				En 1979 se publicó una modificación al método descrito por Mayer et al. (1965) usando tromboplastina obtenida de cerebro bovino, como acelerador del proceso de reacción, donde los resultados estaban disponibles a los 5 minutos (Sandholm et al., 1979). Esta investigación fue analizada posteriormente por Klee et al. (1985), donde describieron que el proceso de obtención de tromboplastina de Sandholm et al. (1979) presentaba rendimientos de actividad diferentes, debido a que la cantidad de tromboplastina debía determinarse en cada lote de pruebas. Ellos realizaron la misma prueba con el uso de tromboplastina de origen comercial obteniendo resultados similares a los descritos por Sandholm et al. (1979). 

				Posteriormente, en 1989 se presentó una patente de una prueba para determinación de calcio basada en la prueba de Sandholm nuevamente modificada, en donde se reemplazó la tromboplastina por trombina por su actividad estandarizada (Linhart, 1989). De esta patente existe actualmente una versión comercial (KRUUSE Calcium Test, JØRGEN KRUUSE A/S). Sandholm et al. (1979), Klee et al. (1985) y Linhart (1989) reportaron que este tipo de pruebas de coagulación deben tener un aproximado de 33,5% de hematocritos pues, de lo contrario, se afectará la fiabilidad del test impidiendo la coagulación. 

				En la región de Latinoamérica, se ha descrito un test más simplificado basado en EDTA para la estimación de calcio, “utilizando un tubo de ensayo con 0,8 ml de EDTA al 1 por mil, cantidad suficiente para quelar todo el calcio presente en 2 mL de sangre con una concentración inferior a 1,5 mmol·L-1 (6,01 mg·dL-1)” (Contreras, 2002), para esta prueba es necesario homogenizar el contenido del tubo correctamente y esperar 30 minutos para observar si se produce coagulación, si no es así, se establece que los niveles de calcio presentes fueron menores a 1,5 mmol·L-1 y debe iniciarse un tratamiento. 

				Equipos Point-of-care (POC) o Point-of-care Testing (POCT)

				Debido a la importancia del efecto económico de la hipocalcemia en la producción, se ha incrementado el interés de monitorear los 

			

		

		
			
				niveles de calcio en granja, con el fin de identificar eficazmente los animales que requieren tratamiento (Leno et al., 2017). 

				Estos equipos fueron diseñados originalmente para medicina humana por la facilitad de proveer resultados cerca del paciente, pero con el tiempo, han tomado gran acogida en veterinaria. Su uso ha sido probado no solo en análisis de muestras bovinas sino también en otras especies. Grosenbaugh et al. (1998) reportan muestras de 50 gatos, 50 perros y 28 caballos para análisis químico sanguíneo con coeficientes de correlación >0,90 para los datos analizados. Looney et al. (1998) obtuvieron una alta correlación en muestras de 22 perros y 17 caballos (r2≥0,83 y r2≥0,79; respectivamente) con similares resultados a los obtenidos con el método de referencia en el análisis de electrolitos sanguíneos. 

				Verwaerde et al. (2002) y Tappin et al. (2008) usaron equipos iSTAT en análisis sanguíneos de perros, alcanzando una correlación de excelente a aceptable respectivamente, en los valores estudiados (r>0,968 y r= 0,90). Otros autores como Silverman & Birks (2002) y Bardell et al. (2017) evaluaron equipos iSTAT además de otro POC (EPOC, Epocal Inc.) en caballos, en donde los resultados obtenidos en el primer estudio presentaron concordancia entre los dos POC para la mayoría de las variables >0,94, mientras que Silverman y Birks (2002) indicaron que el iSTAT demostró exactitud y precisión aceptable para determinación de los parámetros evaluados con un coeficiente de correlación de concordancia ≥0,85 respecto al método de referencia. 

				Steinmetz et al. (2007) reportaron en gallinas el uso de iSTAT, donde la mayoría de los parámetros analizados tuvieron una correlación respecto a los valores de control de r≥0,77. El uso de POC se reporta además en especies como ratones (Tinkey et al., 2006), elefantes (Tarbert et al., 2017) y elefantes marinos (Larsen et al., 2002). 

				Leno et al. (2017), utilizaron el método de POC (VetTest, IDEXX Laboratories) como herramienta de campo para la medición del tCa, para el diagnóstico de hipocalcemia, obteniendo una especificidad y sensibilidad mayor a 85%, argumentando que esta técnica fue de fácil manejo y relativo bajo costo en comparación con las pruebas de laboratorio. Este equipo usa tecnología de slide seco, la cual consiste en una serie de capas que filtran la muestra y contienen reactivos que al activarse dan como resultado una lectura por medio de un espectrofotómetro. 

				A su vez, en la misma investigación, utilizaron otro POC (iSTAT, Abbott Point of care Inc.) para medición en suero de iCa, obteniendo una sensibilidad y especificidad de 94,3 y 80,2%, respectivamente. Este equipo usa un lector de electrodos ion selectivo (ISE), los cuales no son más que sensores que convierten la actividad de un ion en un potencial eléctrico que genera un valor numérico medible (Štulík, 2004). 

				Peiró et al. (2010) reportaron también concentraciones de iCa usando el mismo POC (i-STAT, Abbott Laboratories) en muestras de 24 vacas, 22 caballos y 22 ovejas analizadas, en donde los resultados obtenidos fueron similares al método de referencia (AVL Omni, Roche) con una correlación de 0,94 (excelente, r ≥0,93). 
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				Yilmaz y Karapinar (2019) reportaron el uso de POC iSTAT (Abbott Point of care Inc.) para la medición de iCa, con resultados en aproximadamente 2 minutos, en 121 bovinos diagnosticados con diferentes enfermedades como enteritis, neumonía, mastitis, entre otras, a fin de obtener amplios rangos de valores de iCa. Por esta razón argumentan que el POC tiene un alto valor diagnóstico al momento de identificar hipocalcemias subclínicas con una sensibilidad y especificidad que sobrepasaban el 98,9%. 

				Yildirim et al. (2015) validaron este tipo de equipos en otros electrolitos importantes como sodio, potasio y cloro con alta exactitud en ganado vacuno, mientras que, Peiró et al. (2010) reportaron medición de valores de pH, proponiendo que podrían ser usados también para la determinación de acidosis. 

				Neves et al. (2018) compararon dos equipos, un POC (VetScan, Abaxis Inc.) y un prototipo de electrodo ion selectivo específico para calcio (HORIBA Advanced Techno), demostrando que ambos pueden ser considerados como herramientas diagnósticas en la medición de iCa en la práctica bovina, con una sensibilidad y especificidad superior al 93%. El prototipo está actualmente disponible comercialmente como LAQUAtwin Ca-11C (HORIBA). Kandeel et al. (2019) analizaron este mismo prototipo de ISE para determinar la cantidad de calcio en leche para diagnosticar mastitis subclínica e infección intramamaria, reportando que las concentraciones de Ca se ven afectadas por el pH de la leche reflejando un bajo AUC (P<,001). 

				A futuro podrían adaptarse técnicas que se encuentran en desarrollo, como un test de tirilla óptico diseñado originalmente para determinación de calcio en agua, basado en un ionóforo neutro, éste se encuentra compuesto por una membrana de intercambio iónico que al activarse con el Ca provoca un cambio de color (Capitán-Vallvey et al., 2002). O la investigación de Janle et al. (2001) quienes reportaron el uso de sondas de ultrafiltración de partículas de peso molecular menor a 40.000 Dalton (como el iCa), que pueden ser implantados en tejidos, con fines investigativos sobre el metabolismo del Ca en tiempo real. O un sistema analítico basado en transistores de selección de iones (ISFET) que pueden ser adaptados al diagnóstico en campo (Abramova et al., 2013). 

				Calamari et al. (2016) reportaron resultados prometedores con el uso de tecnología de Espectroscopia infrarroja media con transformadora de Fourier (FT-MIR) en la determinación de biomarcadores, incluido el calcio, en perfiles metabólicos de vacas, pero Newman y Behling-Kelly (2016) hicieron referencia en que éstos equipos para ser usados a nivel de veterinaria, deben ser calibrados y validados según la norma para cumplir con el control de calidad requerido y minimizar errores. 

				Los métodos aquí descritos podrían ser usados también en periodo preparto (Van Saun, 1997; Neves et al., 2017; Xiao et 

			

		

		
			
				al., 2017), en donde Neves et al. (2017) identificaron un punto de corte de los valores de calcio (≤2,4 mmol·L-1) hasta una semana antes del parto, que permite identificar con antelación los animales predispuestos a la hipocalcemia subclínica. 

				Conclusiones 

				La implementación del monitoreo constante de los niveles de calcio en las explotaciones ganaderas ayudará a disminuir la prevalencia de hipocalcemia en el hato. La incorporación del uso de herramientas diagnosticas de campo en el periodo postparto permitirán establecer diagnósticos definitivos que conlleven a determinar el plan de acción terapéutica adecuado. El fácil monitoreo y los resultados adecuados de los suplementos aniónicos (DCAD), así como la identificación de animales en grupos específicos como multíparas con suplementación oral de calcio permitirán obtener un impacto económico positivo y permitirán la toma de decisiones adecuadas dentro de la explotación. 

				A nivel de la producción ganadera Ecuatoriana, tal vez la prueba más fácil de implementar para la estimación de Ca en los hatos lecheros por su fácil obtención de materiales y bajo costo, aunque los test de dureza de agua y tirillas para pH son también una buena opción económica y que no requieren mayor entrenamiento para su uso. Los equipos POC requieren una mayor inversión y deben ser importados, ya que no se encuentran con facilidad disponibles en el mercado nacional. De esta manera, el uso de qué tipo de herramienta usar dentro de la explotación dependerá del presupuesto y necesidad dentro de la ganadería. 

				El material disponible dentro de este texto, coincide con la recopilación de información actualizada sobre hipocalcemia y las herramientas diagnósticas de campo disponibles para estimación de calcio total o ionizado, esperando que, en el futuro, se desarrollen equipos más precisos de bajo costo y de fácil implementación en campo.
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Resumen

La hipocalcemia puerperal es una enfermedad metabolica de alta
prevalencia en hatos lecheros que afecta de forma significativa la salud del
animal y la rentabilidad de la explotacion. Su diagnéstico es determinado
por serologia, siendo un método poco frecuente por la necesidad de
tener un resultado rapido y oportuno para el tratamiento adecuado y de
esa forma evitar la muerte del animal. La informacion sobre el calcio y
su homeostasis, la hipocalcemia, métodos de prevencion y herramientas
diagnosticas disponibles de campo. fue recopilada en esta revision
literaria por medio de motores de busqueda confiables. Las herramientas
diagnosticas de campo descritas abarcaron un amplio abanico de opciones
en cuanto a costo. practica y facilidad de implementacién. logrando
ofrecer estrategias de prevencién de la enfermedad que permitiran un
mejor manejo del hato con un impacto econémico positivo.

Palabras clave: calcio: DCAD: fiebre de leche: hipocalcemia: EDTA.

Abstract

Puerperal hypocalcemia is a highly prevalent metabolic disease in dairy
herds that significantly affects animal’s health and farm’s profitability.
Its diagnosis is determined by serology. a rare method due to the need
of quickly and timely results for adequate treatment and thus avoid the
animal’s death. Information on calcium and its homeostasis, hypocalcemia,
prevention methods and diagnostic tools available on field, were compiled
in this literary review through reliable search engines. The described field
diagnostic tools cover a wide range of options in terms of cost, practice and
ease of implementation, achieving to offer disease prevention strategies
that will allow a better herd management with a positive economic impact.

Keywords: calcium; DCAD; milk fever: hypocalcemia; EDTA.
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