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RESUMEN

La tesis consta de 4 capitulos relacionados a la ocurrencia, tratamiento y prevencion de la
deficiencia cronica de fosforo (P) en los bovinos criados de forma extensiva en campos naturales del
norte de Uruguay. En el capitulo 1 se realizd una revision bibliografica de la deficiencia de P en los
bovinos incluyendo una resefia historica de la enfermedad en el Sur de Sudamérica, aspectos
epidemiologicos, signos clinicos, lesiones, diagndstico, tratamiento y prevencion; adicionalmente, se
construy6 un diagrama que explica el desarrollo de las lesiones, asi como las alteraciones clinico-
patologicas frecuentemente reportadas. En el capitulo 2 se realiz6 la descripcion de 4 brotes de
osteomalacia en bovinos que ocurrieron en los departamentos de Artigas, Cerro Largo y Tacuarembd
entre los afios 2018 y 2021. En el norte de Uruguay, actualmente, la enfermedad ocurre debido a la
falta y/o incorrecto uso de sales mineral con P. Los signos clinicos y lesiones fueron similares a las
previamente descriptos, adicionalmente observamos atrofia de paratiroides en 2 de 3 vacas
severamente afectadas. Este hallazgo no estaba reportado en la literatura. En el capitulo 3 se evaluaron
las respuestas a la suplementacion con P administrado en forma de mezcla mineral suelta (MMS) o
mezcla mineral comprimida en bloque (MMB) en 20 vacas con osteomalacia. EI 90 % de las vacas
se recuperaron en 3 meses con ambas mezclas minerales; sin embargo, las MMS fueron mas efectivas
para revertir la enfermedad debido a que, en el mismo periodo de tiempo, permitieron una mayor
deposicion de P en las costillas. En el capitulo 4 se realizd un muestreo en 32 establecimientos del
norte de Uruguay para detectar regiones o areas con mayor o menor deficiencia de P y evaluar
estrategias preventivas de suplementacion con P. En una gran area del norte de Uruguay se detectod
deficiencia de P en el suelo, forraje de los campos naturales y animales, tanto en primavera como en
verano, limitando la produccion de las vacas de primera cria. Para prevenir la deficiencia de P o para
obtener un mayor retorno econdémico la suplementacion mineral con P deberia realizarse en la
primavera cuando no hay otras limitantes aparentes. Adicionalmente, en establecimientos con
antecedentes de osteomalacia, la suplementacion mineral con P preventivamente deberia extenderse
hasta el fin del verano en vacas en lactacion para evitar nuevos casos de osteomalacia e incrementar
las reservas Oseas de P. En regiones con severa deficiencia de P (<1.5 g/kg MS) en forraje deberian
usarse sales minerales comerciales que contengan altas concentraciones de P (80-100 g P/kg) y en
regiones con una deficiencia marginal de P en el forraje (1.5 — 2.0 g/kg MS) deberian usarse sales con
menores concentraciones de P (60-80 g P/kg).



SUMMARY

The thesis consists of 4 chapters related to the occurrence, treatment, and prevention of
chronic phosphorus (P) deficiency in cattle grazing native grasslands in northern Uruguay. In chapter
1, a bibliographic review of P deficiency in cattle was carried out, including a historical review of the
disease in the South of South America, epidemiological factors, clinical signs, lesions, diagnosis,
treatments, and prevention. Additionally, a diagram was built to explain the development of the
lesions and the clinicopathological finding reported. In chapter 2, we described 4 outbreaks of
osteomalacia in cattle that occurred in the departments of Artigas, Cerro Largo, and Tacuarembo
between 2018 and 2021. In Uruguay, the disease currently occurs due to the lack and or incorrect use
of mineral mix with P. Clinical signs and lesions were similar to previous reports, but also, we
observed parathyroid atrophy in 2 of 3 severely affected cows. This finding had not been previously
reported in the literature. In chapter 3, the responses to supplementation with P administered in the
form of a loose mineral mix (MMS) or compressed in blocks (MMB) were evaluated on 20 cows with
osteomalacia. Ninety percent of the cows recovered in 3 months with both mineral mixes; however,
the MMS were more effective because they allowed a more significant deposition of P in rib bones.
In chapter 4, sampling was carried out in 32 beef cattle ranches in the north of Uruguay to detect
regions with greater or lesser P deficiency and to evaluate preventive strategies for supplementation
with P. In a large area in the north of Uruguay has P deficiency in the soil, forage and blood of cows
both in spring and summer, limiting the production of the animals. To prevent P deficiency or to
obtain a higher economic return, mineral supplementation with P should be carried out in the spring
when there are no other apparent limitations. Additionally, in ranches with a history of osteomalacia
outbreaks, preventive mineral supplementation with P in lactating cows should be extended until
autumn with the aim to prevent new osteomalacia outbreaks and to increasing P bone reserves. In
regions with severe P deficiency in forage (<1.5 g/kg DM) commercial mineral mixes containing high
P concentrations (e., 80-100 g P/kg) should be used; and in regions, with marginal P deficiency in
forage (1.5 — 2.0 g/lkg DM) should be used mineral mixes with lower P concentrations (e., 60-80 g
P/kg).



1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La carencia o deficiencia de minerales puede generar severas implicancias en la salud, bien
estar y produccion animal (Underwood, 1983; Radostits et al., 2011). En la cria de bovinos en
condiciones de pastoreo extensivo cuya dieta son los pastizales naturales, las principales deficiencias
de minerales son la de fosforo (P) y la de sodio (Na), seguidas de cobalto (Co), yodo (1), selenio (Se),
cobre (Cu), zinc (Zn) y ocasionalmente magnesio (Mg) (Underwood, 1983; Mufarrege, 1999;
Tokarnia et al., 2000; Constable et al., 2017).

En Uruguay, los pastizales o ‘campos naturales’ abarcan aproximadamente 11,2 millones de
hectéreas representando entre 64-82% de la superficie del Pais (Cortelezzi & Mondelli, 2014; DIEA,
2020). Estos pastizales son la principal fuente nutricional para 6 millones de vacas de cria y 3,8
millones de ovejas en Uruguay (DIEA, 2020). A pesar de que tradicionalmente estos sistemas de
produccion permiten obtener un producto animal remunerable, en diversas circunstancias la
produccion ganadera se encuentra limitada no solo por enfermedades infecciosas, parasitarias o
toxicas y/o por escases forrajera, sino también por las deficiencias minerales, las que se hacen mas
evidentes cuando hay abundante produccion de forraje con adecuada concentracion de proteina y
energia (Underwood, 1983; Tokarnia et al., 2000).

En Uruguay, una de las principales y la primera deficiencia mineral estudiada fue la carencia
de P, también denominada ‘osteomalacia’ (debido al reblandecimiento de los huesos), o ‘mal de las
paletas’ (debido al aspecto que adquiere la espina de la escapula, tras la atrofia muscular que los
animales desarrollan). Los primeros trabajos nacionales datan de 1928, y fueron realizados por el Dr.
M.C. Rubino, en los cuales se describen las condiciones epidemioldgicas, signos clinicos, lesiones
macroscopicas, y posiblemente el primer reporte de las lesiones microscopicas en costillas de bovinos
en la region y en el mundo ya que Sir Arnold Theiler, recién reporta las lesiones microscopicas de la
‘afosforosis’ en 1931 (Rubino, 1928; Theiler, 1931). Ademas, los trabajos del Dr. M.C. Rubino fueron
pioneros en la determinacion de P en suelo y huesos (Rubino, 1934). Posteriormente, desde 1940 y
hasta 2010, se realizaron importantes contribuciones profundizando las mediciones de P en el suelo,
plantas y sangre, asi como evaluando los efectos de la suplementacion mineral con P en la
reproduccion y/o ganancias de peso de los animales (Montedonico et al., 1939; Nores & Santoro,
1940; Spangenberg et al., 1941; Nores, 1944; Spangenberg, 1944; De Leo6n Lora, 1963; Schiersmann,
1965; CIAAB, 1971; Cuenca, 1981; Pittaluga et al., 1980; Pittaluga, 1980, 1986, 2007; Gémez Haedo
& Amorin, 1982; Arroyo & Mauer 1982; Barrios et al., 1984; Fernandez Lifarez et al., 1985;
Guerrero & Colucci, 1987; Uriarte et al, 2000; Quintans et al., 2005; De Nava et al., 2008). Luego,
con el inicio de la revista ‘Archivos Veterinarios del Este’ editada por el Dr. Dutra, comienzan a
reportarse importantes brotes de osteomalacia en el Pais principalmente en 2009 y 2011. Sin embargo,
debido a que la enfermedad es conocida por productores y veterinarios muchos de los brotes no fueron
comunicados a los laboratorios de diagnoéstico como por ejemplo los brotes ocurridos en los afios
1969 y 1970 en Tacuaremb¢ (comunicacion personal Franklin Riet-Correa).

Recientemente se han realizado nuevos estudios regionales evaluado la respuesta de terneras
suplementadas con sales fosfatadas en ambientes con severa o marginal carencia de P (Tafernaberry
& Udaquiola, 2021). También se han evaluado factores preanaliticos que pueden afectar la
concentracion de fosforo inorgéanico (Pi) durante o post-extraccion de la muestra (Campos &
Sanguinett, 2021) y hemos descripto un brote de raquitismo en terneros asociado a la severa
deficiencia de P (Schild et al., 2021b). Estos 3 Gltimos trabajos se originaron durante el desarrollo de
esta tesis de doctorado y fueron plasmados en dos tesis de grado y un resumen a congreso.

Ademas de la osteomalacia, hay en Uruguay estudios que evidencian las deficiencias de otros
minerales (Na, Mg, Zn, Cu, Se y 1) en los suelos y pastizales (Ungerfeld, 1998, Uriarte et al., 2000),
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asi como también hay reportes de carencias de Ca, Mg, Se y Cu en animales (Podesta et al., 1976;
Guerrero & Colucci, 1987; Dutra, 2016; Doncel et al., 2019; Rodriguez et al., 2018; Doncel et al.,
2021).



2. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

La carencia crénica de fosforo (P) es una enfermedad que mundialmente afecta en mayor
medida a los bovinos criados en campos naturales con baja concentracion de P en los suelos y
pasturas. En Uruguay esta es una de las principales deficiencias minerales. Los signos clinicos, la
epidemiologia, las lesiones, el diagndstico, el tratamiento y el control de esta enfermedad son
mundialmente conocidos desde hace mas de un siglo. Apresar de ello la regulacion endocrina de P
sigue en estudio y no hay trabajos que expliquen globalmente los mecanismos relacionados al
desarrollo de las lesiones de la carencia cronica de P en los bovinos.

Existen varios estudios realizados en Uruguay que evidencian mejores ganancias diarias de
peso y mejores indices reproductivos en animales suplementados con P, sin embargo, hay
controversias respecto a las condiciones en que hay mayor respuesta a la suplementacion con P. Esto
conlleva a una falta de informacién y por ende falta o incorrecto uso de esta tecnologia.
Adicionalmente, no hay estudios que evidencien la respuesta animal y/o eficiencia de la
suplementacion con P, seglin la presentacion comercial del suplemento, en vacas con osteomalacia.
Tampoco hay estudios que permitan identificar regiones o areas de Uruguay con mayor o menor grado
de deficiencia en los suelos y pasturas; y por ende el tipo de suplemento mineral a usar; y/o estudios
que ayuden a tomar mejores decisiones en la suplementacion mineral con P en diferentes condiciones
de suelo y pasturas. Estos estudios son importantes para que los técnicos asesores y productores
puedan controlar la enfermedad y adoptar futuras medidas profilacticas.

Algunas de las preguntas a ser respondidas con esta Tesis son: ;,Cudl es el mecanismo
patogénico de la carencia cronica de P en las vacas de cria?, {En qué situaciones ocurre, actualmente
esta enfermedad?, ;En qué regiones habria mayor o menor de deficiencia de P? y ;Qué indicadores
ayudarian a definir una estrategia de suplementacion mineral con P en nuestra region? ;Cuan rapida
y efectiva puede ser la respuesta a la suplementacion mineral fosfatada en vacas con severa
deficiencia de P?



3. HIPOTESIS

La carencia cronica de fosforo (P) ocurre durante épocas de sequia y se asocia a la falta o
ineficiente suplementacion mineral con P.

La suplementacion mineral con 100 g de P/kg, via oral usando mezclas minerales sueltas es
mas efectiva que la misma mezcla mineral comprimida en bloque para recuperar vacas con
osteomalacia.

En el norte de Uruguay, donde la deficiencia de P es endémica, existen regiones en las que
pueden distinguirse principalmente dos areas (i) con severa y/o (ii) marginal deficiencia de P en el
suelo y forraje. En estas regiones el uso de suplementos minerales comerciales que contienen altas
(ej., 80-100 g de P/kg) y moderadas (ej., 60-80 g de P/kg) concentraciones de P previenen la
deficiencia de P en los animales de las dreas con severa y marginal deficiencia de P respectivamente.

4. OBJETIVOS
Objetivo general

Estudiar la carencia cronica de fosforo en bovinos que pastan campos naturales del norte de
Uruguay y generar un modelo de respuesta animal a la suplementacion mineral con P.

Objetivos especificos

1. Revisar los antecedentes de osteomalacia en bovinos en el mundo.

2.  Caracterizar las condiciones epidemioldgicas, clinicas, patologicas y bioquimicas de la
carencia cronica de P en Uruguay.

3. Definir estrategias de suplementacion mineral con P en vacas que estan cursando con la
enfermedad.

4.  Definir estrategias de prevencion con la suplementacion mineral de P en regiones del
norte de Uruguay con severa o marginal deficiencia de P en el ambiente (suelo y forraje).



5. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Para el cumplimiento de los objetivos planteados se realizé una revision de la de la literatura
disponible sobre ‘osteomalacia’, la cual fue plasmada en el Capitulo 1. Para el estudio y descripcion
de las condiciones actuales relacionadas a la ocurrencia de la deficiencia de fosforo (P), todos los
casos con sospecha de osteomalacia o carencia cronica de P que fueron recibidos durante 2018-2021
en el Nucleo de Salud Animal de Tacuaremb6d (NUSAT) fueron sistematicamente examinados y
descriptos en el Capitulo 2. Para definir estrategias de control en vacas que cursaron la enfermedad,
se disefid y realizo un experimento para evaluar la eficiencia del tratamiento con mezclas minerales
con P en animales con signos de osteomalacia. Este estudio fue plasmado en Capitulo 3. Para definir
estrategias de prevencion en funcion al grado de deficiencia de P en el ambiente (suelo y forraje) se
realiz6 un muestreo de suelo, forraje, y sangre en 32 establecimientos que nunca habian usado
suplementacion mineral, no habian fertilizado con P los campos, no habian realizado mejoramientos
forrajeros en los pastizales de los campos naturales (ej., implantar leguminosas) y tenian antecedentes
de alotrofagia (pica) o sospecha de carencia de P. Este estudio fue plasmado en el Capitulo 4.






6. CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA DE LA CARENCIA CRONICA DE
FOSFORO EN BOVINOS

6.1. RESUMEN

La carencia cronica de fosforo (P) es una enfermedad que en los bovinos es conocida desde
inicios del siglo XX. Esta deficiencia ocurre principalmente en vacas en lactacion durante estaciones
secas y que pastan en suelos y forrajes que tienen bajas concentraciones de P (<5 mg/kg y <2 g/kg
MS respectivamente). Consecuentemente las vacas tienen bajas concentraciones de P en sangre (<1
mmol/L) y en huesos (<120 mg/mL). Esta deficiencia cursa clinicamente con alotrofagia (pica) y/o
avidez por la ingesta de huesos (osteofagia), dificultad en la marcha, cifosis, dificultad para
levantarse, tendencia a pasar mayor tiempo en decubito y/o fracturas espontaneas. Como
consecuencia de la osteofagia los animales también pueden tener atragantamientos con huesos o
adquirir botulismo. Sin embargo, las mayores pérdidas son subclinicas debido al retraso en el
crecimiento, bajas ganancias de peso y baja fertilidad de los rodeos. Durante las necropsias es comin
observar multiples fracturas o callos 6seos de reparacion, correspondientes a fracturas previas
principalmente en las costillas, ademas pueden haber marcada fragilidad y/o deformaciones dseas.
Microscopicamente en los huesos se observa osteomalacia con o sin osteoporosis.
Complementariamente, las radiografias, la relaciéon Ca/P sanguinea y la concentracion de P en cenizas
6seas pueden ayudar al diagnoéstico. Sin embargo, la medicion de la concentracion de P en sangre
asociado a la presencia de signos clinicos y la presencia de osteopenia determinado por la prueba de
la aguja en las apofisis transversas de vértebras lumbares siguen siendo, en conjunto, las mejores
herramientas para diagnosticar la enfermedad a campo. La administracion de P oral ad libitum es el
mejor tratamiento para el control de esta enfermedad en animales con severa osteomalacia. En este
sentido es necesario suministrar sales minerales con > 100 g de P/kg durante 3-4 meses acompafiado
del destete de los terneros para bajar los requerimientos diarios de P en las vacas. En establecimientos
con antecedentes de carencia de P pueden usarse preventivamente sales minerales con 60 a 100 g
P/kg dependiendo de la disponibilidad de P en el forraje, durante el periodo de mayor demanda y/o
época del afio en que la deficiencia de P es la principal limitante para la produccion.

Palabras claves: carencia cronica de fosforo, osteofagia, osteomalacia, pérdidas subclinicas, bovinos



6.2. BREVE RESENA HISTORICA DE LA ENFERMEDAD

Los primeros estudios de la carencia cronica de fésforo (P) en bovinos datan de 1859 donde
en Noruega observaron que la enfermedad (de causa atin desconocida en ese momento) se exacerbaba
en afios secos y con pocas lluvias causando importantes brotes o epizootias de 400-2700 muertes, sin
embargo, en algunos distritos de ese Pais llamados ‘osteomalacius district’ la enfermedad se
comportaba de forma enzodtica habiendo pocos casos, independientemente del régimen de lluvias
(Tuff, 1923). Contemporaneamente, Sir Arnold Theiler en 1911 describia en Sudafrica una
enfermedad similar y con el mismo comportamiento, sin embargo, no fue hasta 1924 que este autor
asocia la enfermedad ‘styfsiekte’ a una deficiencia de P, llamandola ‘afosforosis’ (Theiler, 1911; 1912;
Theiler et al., 1924). En Sudamérica a pesar de que los primeros reportes oficiales se realizaron por
el Dr. Rubino en 1928 en Uruguay, en Argentina en el libro “Instruccion del Estanciero” (Hernandez,
1884) se publica un capitulo completo titulado “animales que comen hueso”. En este libro se describe
que los bovinos que empezaban a comer hueso al tiempo iniciaban a manquear o renguear y luego
comenzaban a «secarse de los cuartos hasta quedar completamente entecados y morir». Ademas,
Hernandez (1884) afirma que estos animales buscaban en los huesos elementos faltantes en los pastos
y aguas; y también describe una epizootia de 500 muertes en vacas que consumian hueso,
recomendando (ya en esa época) el uso de sales minerales debido a que aparentemente influian en la
salud de los animales y disminuian las epizootias asociadas al consumo de hueso.

Dada las bajas tasas de mortalidad (< 2,5 %) que generalmente se describe en los brotes de
osteomalacia (Tokarnia et al., 1970a; Dutra, 2011b; Schild et al., 2021a), es probable que muchas de
estas grandes mortandades historicas como las observadas en Noruega y Argentina hallan ocurrido
no solo por la carencia cronica de P, sino también posiblemente debido a la intoxicacion con toxina
botulinica como luego se confirm6 en Sudafrica (Theiler et al., 1924). Condiciones similares han
ocurrido en Brasil donde algunos brotes de botulismo fueron asociados a la deficiencia P dado que
los animales afectados tenian osteofagia e incluso bajas concentraciones de P en sangre y hueso
(Tokarnia et al., 1970b; Lisboda et al., 1996; Riet-Correa & Gevehr Fernandez, 2002; Riet-Correa et
al., 2012).

La carencia cronica de P, afosforosis u osteomalacia mundialmente asi denominada también

2 ¢e

fue conocida con varios nombres regionales por ejemplo en Australia fue llamada “stiffs”, “pegleg”,
“crepples” (Rose 1927, 1954), en Brasil como “caranga”, “entreva”, “‘enrola” o “mal da paleta”
(Tokarnia, et al., 2010), en Sud Africa como “styfsiekte” (Theiler et al., 1924), en USA como “stiffs”,
“sweeny”, “creeps” (Black et al., 1943), en Argentina “chichaca” o “mal de las paletas” (Mufarrege,
1999) y en Uruguay “mal de las paletas” (Rubino, 1928). Todas tenian en comun la falta de P en los
suelo y pastos, la presencia de animales comiendo huesos, alteraciones en la marcha y el
reblandecimiento de huesos. En Uruguay existe un paraje y arroyo llamado “Las Rengas™ (debido a
la condicion que las vacas presentaban) ubicados en la 2da seccional policial del departamento de
Durazno, donde actualmente se encuentran las ruinas de la estancia del Gral. Ignacio Oribe (lider
uruguayo que participod en las guerras de la independencia y civiles a mediados del siglo XIX) y
region en las que el Dr. Rubino realiz6 varios de sus estudios.

La lesion histologica de osteomalacia (excesiva cantidad de tejido osteoide no mineralizado)
fue descripta por primera vez en humanos por un patélogo alemén llamado Gustav Pommer, en 1885
y recién en 1920 se la asocio principalmente a una deficiencia de Vitamina D (McDowell, 2003; Bhan
et al., 2010), sin embargo, no fue hasta 1928 que el Dr. Rubino y en 1931 que Sir Arnold Theiler
describen lesiones similares en los huesos de los bovinos con carencia de P (Rubino, 1928; Theiler,

1931).
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6.3. FUNCIONES Y METABOLISMO DEL FOSFORO

El P es de gran importancia en el organismo ya que es un componente del ADN, ARN y de
los fosfolipidos que constituyen las membranas celulares. Interviene en la formacion de complejos
enzimaticos involucrados en funciones tales como la utilizacion y transferencia de energia mediante
ADP, ATP y AMP lo cual se refleja directamente sobre la glicolisis, gluconeogenesis, transporte de
acidos grasos, sintesis de aminoacidos y actividad de la bomba sodio y potasio entre otras (Ternouth,
1990; Greco & Stabenfeldt, 2004; Grlinberg, 2014). También, el P esta involucrado en la formacion
0sea, en la regulacion del pH, en la regulacion del equilibrio osmotico, en el control del apetito y
eficiencia de utilizacion de los alimentos (Kerridge, 1990; Suttle, 2010; Mattioli, 2013; Grlinberg,
2014; Dixon et al., 2019a). En los bovinos el P es un nutriente esencial para los microorganismos
ruminales ya que es requerido para la fermentacion de la celulosa y para la sintesis de proteina
microbiana (Grunberg, 2014).

Laabsorcion de P ocurre en el intestino en forma de fosfato, con un coeficiente que varia entre
el 65% y el 80% (Dixon et al., 2020a), sin embargo, en animales con severa deficiencia este
coeficiente de absorcion podria alcanzar el 100% (Mattioli, 2013). Esta absorcion puede estar
favorecida por el Na y la forma activa de la Vitamina D3 [1,25 (OH)2 D3], o puede ser perjudicada
por altos niveles de Ca, Mg y/o Fe debido a la formacién de fosfatos insolubles (Mufarrege, 1999;
Suttle, 2010; NRC, 2016). Las principales vias de excrecién de P son las heces y la leche, seguida
por las demandas fetales (Ultimo tercio de la gestacion) y la orina (Griinberg, 2014; Dixon et al.,
2020a). Ademas, la saliva merece una mencion especial ya que una gran cantidad del P es alli
excretada y a pesar de que esta fraccion de P no se pierde, porque el 80% se reabsorbe en intestino,
la misma no esta disponible para ser utilizada por el animal (Grlinberg, 2014).

Una vaca de cria de 450 kg de peso vivo (p.v.) tiene ~3000 g de P, de los cuales un 80-85%
se encuentra en el esqueleto (como parte fundamental de los huesos y dientes) y el 20-15% restante
se encuentra principalmente en tejidos blandos en combinacion con proteinas, grasas y/o sales
inorganicas (Suttle, 2010; Grilinberg, 2014; Dixon et al., 2020a). Normalmente en determinadas
situaciones (ej., ultimo tercio de gestacién o primeros meses de lactacién), los bovinos, pueden
movilizar hasta el 30% de las reservas 0Oseas, las cuales dependiendo el peso vivo de las vacas (450
kg p.v.) equivalen a ~700 g totales de P o 7 g de P/dia 0 1/, de los requerimientos diarios (~21 g P/dia)
durante los 4 meses con mayores demandas (Dixon et al., 2020a). Estas reservas fisioldgicas de P son
importantes para los periodos con mayor deficiencia de P en los forrajes (Dixon et al., 2017; 2020a).

La regulacion endocrina de P esta siendo estudiada, y aln no esta del todo comprendida. En
el organismo el balance de P principalmente depende del equilibrio entre el P ingresado, el P
excretado y el P intercambiado desde el espacio intra y extracelular (Griinberg, 2014). Clasicamente
la parathormona (PTH) y la vitamina D3 activa tienen importantes roles en la excrecion renal,
absorcion intestinal y reabsorcion dsea de P (Craig et al., 2016); la insulina y los estrogenos también
contribuyen en el intercambio de P desde el espacio extra al intracelular (Griinberg, 2014). Estudios
recientes han demostrado que el factor de crecimiento fibroblastico 23 (FCF-23) y una proteina de
membrana llamada ‘Klotho’ tienen un rol importante en la excrecion renal de P (Razzaque, 2009).

6.4. ETIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

La deficiencia cronica de P es una enfermedad metabolica caracterizado desde el punto de
vista bioquimico por un descenso progresivo de la concentracion de P en la sangre (<1 mmol P/L o
3,1 mg P/dL) y en los huesos (<120 mg P/mL o cc), asi como también un descenso paulatino de las
cenizas 6seas (<500 mg/mL) con disminucion del espesor del tejido 6seo cortical (osteopenia)
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asociado a fallas en la mineralizacién del tejido osteoide (osteomalacia) y/u osificacion endocondral
(raquitismo) (McDowell, 2003; Suttle, 2010; Craig et al., 2016; Coates et al., 2016; Dixon et al.,
2020a). La principal causa de esta deficiencia en los bovinos es el constante (al menos 4 - 6 meses al
afio) y bajo aporte dietético de P (Call et al., 1986; Dixon et al., 2020b). Sin embargo, bajas
concentraciones de vitamina D3 0 excesos de Fe, Ca y/o Mg pueden desencadenar secundariamente
deficiencias de P en los animales (Suttle, 2010; Constable et al., 2017).

La osteomalacia tiene una marcada distribucioén geogréafica ya que generalmente ocurre en
areas con bajas concentracion de P en el suelo (< 4-5 mg/kg) y en el forraje (< 2 g kg/MS) (Constable
etal., 2017; Dixon et al., 2020a). También, debido a que las concentraciones de P son menores en las
gramineas que en las leguminosas, y en los forrajes secos (senescentes) que en los forrajes verdes, la
enfermedad se ve con mayor frecuencia en campos naturales con predominio de gramineas perenes
y en épocas de sequias o estaciones secas (Judkins et al., 1985; Ungerfeld, 1998; Dixon et al., 2020a).
Sin embargo, también se ha reportado, la deficiencia de P en animales, en afios con régimen de lluvias
normales y/o por encima de la media (Tuff, 1923; Rubino, 1934; Schild et al., 2021a). La deficiencia
cronica de P en los bovinos fue descripta en todas las edades (Cseh et al., 2008; Bomjardim et al.,
2015; Constable et al., 2017), pero se observa con mayor frecuencia en animales que tienen altos
requerimientos de P como las vacas de primera cria en el ultimo tercio de la gestacion y/o primer
tercio de la lactacion (Rubino, 1934, Dixon et al., 2020a).

Deficiencia de fosforo en otras especies

La deficiencia primaria y cronica de P, también puede ocurrir en pequefios rumiantes (Suttle,
2010; Tokarnia et al., 2010; Constable et al., 2017; Barbosa et al., 2018) aunque con mucho menos
frecuencia y probablemente debido al mayor consumo de alimento y menores requerimientos en
funcidn de peso vivo y el habito mas selectivo de consumo. Es por ello que la deficiencia de P en las
ovejas y cabras parecerian ser mas resistentes que las vacas (Riet-Correa, 2004; Suttle, 2010;
Tokarnia et al., 2010; Craig et al., 2016) y dado los escasos reportes de esta carencia en equinos, estos
parecerian ser los mas resistentes (Craig et al., 2016). Deficiencias primarias de P también pueden
ocurrir en cerdos y aves cuyas dietas o raciones tienen bajas concentraciones de P debido a excesivas
concentraciones de fitatos y/o bajos niveles de fitasas (Suttle, 2010). En los carnivoros la deficiencia
primaria de P es practicamente imposible que ocurra debido a que las raciones generalmente
contienen adecuadas concentraciones de P, sin embargo, se han reportado casos de raquitismo y
osteomalacia, en perros, con alergia alimenticia, que comian dietas desbalanceadas o perros que
comian dietas bajas en P que especialmente fabricadas para animales con patologias renales (Craig et
al., 2016).

En humanos, la deficiencia de P estd asociada principalmente a pérdidas renales de P debido
a fallas hereditarias (ej., raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X, raquitismo
hipofosfatémico autosémico dominante, raquitismo hipofosfatémico autosémico recesivo, raquitismo
hipofosfatémico hereditario con hipercalciuria y sindrome de Fanconi), tumor mesenquimal
productor de FCF-23 y/o insuficiencia renal crénica. También la hipofosfatemia ocurre como
complicacién secundaria de deficiencia de vitamina D, acidosis sistémicas, excesivo uso de
antiacidos, neoplasias (carcinomas, mielomas o leucemias), enfermedades gastroentéricas y/o
enfermedades hepatobiliares que impiden una correcta absorcién de P y/o funcionamiento de la
vitamina D3 (Francis & Selby, 1997; Razzaque, 2009; Burtis & Bruns, 2015).
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6.5. SIGNOS CLINICOS

En los bovinos son reportados dos cuadros o presentaciones clinicas-patolégicas distintas: (i)
carencia cronica de P (osteomalacia y raquitismo) y (ii) la carencia aguda de P o hipofosfatemia
aguda.

Las vacas de cria con carencia cronica de P evidencian alteraciones en el comportamiento
ingestivo como disminucion en el consumo voluntario y apetito depravado (alotrofagia o pica) con
especial interés en osamentas (osteofagia, Figura 1) (Theiler et al., 1924; Rubino, 1928; Tokarnia et
al.,, 1970a; Dixon et al., 2019a), pobre condicion corporal, abdomen retraido, emaciacion,
desmejoramiento del manto piloso, debilidad, tendencia a pasar méas tiempo en decubito, dificultad
para incorporarse adoptando posturas antialgicas (los animales mas afectados pasan varios minutos
apoyados sobre los carpos), dificultad en la marcha con pasos lentos, cortos y rigidos (Figura 2),
cifosis, fracturas espontaneas, deformaciones esqueléticas y/o hemoglobinuria posparto (Theiler et
al., 1924; Mufarrege, 1999; Tokarnia et al., 2010; Constable et al., 2017). En estos animales la muerte
puede ocurrir debido a las fracturas 0 muchas veces debido a las consecuencias de la osteofagia como
la obstruccidon esofagica o botulismo (Riet-Correa & Gevehr Fernandez, 2002; Suttle, 2010; Tokarnia
etal., 2010; Riet-Correaet al., 2012). En los animales jovenes con raquitismo asociado a la deficiencia
de P se observa, ademas de los signos ya descriptos para adultos, moderado engrosamiento de
maltiples articulaciones (Figura 3) mas evidente en las uniones costo-condrales, anormal curvatura
de los huesos largos y retraso e irregular erupcién de los dientes con pobre mineralizacién que pueden
conducir a dificultades en la oclusion de la boca y/o prension de los alimentos (Constable et al., 2017;
Schild et al., 2021b).

A pesar de todos los signos antes mencionados las mayores pérdidas de la carencia cronica de
P son subclinicas incluyendo: disminucion de la resistencia contra enfermedades parasitarias
(Tokarnia et al., 2010); retraso en el crecimiento con menor peso al nacer (~10%) (Read et al., 1986a),
menor peso al destete (20-40 kg) (Read et al., 1986a; Coates et al., 2019; Dixon et al., 2020a,b) y
menor tasa de destete (4-35%) (Mufarrege, 1999); incremento de la tasas de mortalidad (25-30%)
debido a la pobre estado corporal (Read et al., 1986a; Dixon et al., 2020a); bajas ganancias o pérdidas
de peso (20-120 kg) (Read et al., 1986a; Coates et al., 2019; Dixon et al., 2020a,b); menor produccion
de leche (~2 kg/dia) (Tokarnia et al., 1970a; Dixon et al., 2020b); baja fertilidad de los rodeos con
incremento del intervalo entre partos (> 2 afios) (Tokarnia et al., 1970a; Judkins et al., 1985; Call et
al., 1986; Mufarrege, 1999; Coates et al., 2019) y menor tasa de prefez (25-45%) (Mufarrege, 1999;
Uriarte et al., 2000; Coates et al., 2019) y/o bajo rendimiento o valor de las carcasas en los frigorificos
(Tokarnia et al., 2010). Todas estas pérdidas estan asociadas principalmente a la disminucion del
consumo voluntario (20-30%) (Kerridge et al., 1990; Dixon et al., 2020a) y conllevan a una
disminucién de la rentabilidad de esos sistemas ganaderos (Holmes, 1990).

Aunque no es objetivo de este capitulo, brevemente se describe la presentacién aguda de la
enfermedad o hipofosfatemia aguda. Esta presentacion se caracteriza desde el punto de vista
bioquimico, por un descenso brusco de la concentracion sanguinea de P (<0,5 mmol P/L 0 <1,5 mg
P/dL) y desde el punto de vista clinico por una paresia (incapacidad para generar la marcha o soportar
peso) de los miembros posteriores o anteriores con imposibilidad de recuperar la estacion, con o sin
hemoglobinuria e incluso muerte (Figura 4) (Call et al., 1987; Perna, 2009; Mattioli, 2013; Griinberg,
2014; McFarlane & Fleming, 2016). Generalmente, esta presentacion ocurre en vacas lecheras en el
periparto, con una prevalencia de 35-57% en las vacas caidas, sin embargo, en una base de datos de
Inglaterra'y Alemania también se ha detectado hipofosfatemia aguda en vacas clinicamente sanas con
una prevalencia del 10-15% (Griinberg, 2014). Adicionalmente la hipofosfatemia aguda también se
ha descripto en ganado de carne en cualquier momento de su ciclo reproductivo (Perna, 2009).
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Figura 1. Carencia de fosforo en bovinos. A-C. Vacas con buena condicién corporal que estan
comiendo huesos (osteofagia), indicando que este es uno de los primeros signos clinicos en
aparecer. D. La vaca esta lamiendo la pared, note las depresiones imprimidas a causa de este habito.
E-F. Las vacas y un novillo estan lamiendo piedras. Las fotografias A, B, C y D fueron tomadas
en establecimientos del departamento de Artigas, mientras que las fotografias E y F fueron tomadas
en establecimientos del departamento de Tacuarembd.
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Figura 2. Vacas con severa osteomalacia.
A. La vaca evidencia pobre condicion
corporal, abdomen retraido, cifosis y una
postura antidlgica debido al dolor. La
fotografia es una cortesia del Dr. Franklin
Riet-Correa, tomada durante un brote que
ocurri6 en 1969 en Tacuarembd, Uruguay.
B. Fotografia obtenida del articulo
original escrito por Theiler et al., 1927.
La vaca evidencia la clasica postura
antialgica conocida como arrodillamiento
que frecuentemente se observa previo a la
muerte.
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Figura 3. Raquitismo debido carencia de fosforo. A. Ternera de 10 meses de edad. El animal
evidencia emaciacion, pobre desarrollo, pelo opaco, engrosamiento de las articulaciones y aumento
del plano de sustentacion debido a la debilidad y/o dificultad para desplazarse. B. Hiumero. Las
placas de crecimiento estan focalmente engrosadas y tortuosas y la médula 6sea multifocalmente
esta hiperémica. C. Placa fisiaria raquitica. Se evidencia pérdida de la arquitectura con severo
engrosamiento de la zona hipertréfica (ZH) formando proyecciones digitiformes e islas (*) de
condrocitos desorganizados e hipertroficos retenidos en la metéfisis. Note la presencia de matriz
osteoide no mineralizada (flechas negras). Coloracion HE. Barra=100 x m. En la esquina superior
izquierda se evidencia una magnificacion macroscépica de la microfotografia. D. Placa fisiaria
normal. Se evidencia la arquitectura fisiaria normal de una ternera de similar edad. Esta ternera
fue criada sobre suelo y pastura con valores adecuados de P (19,6 mg P extraible en bicarbonato de sodio/KQ
en el suelo y 2,6 g P/kg MS en forraje). En la placa se pueden distinguir (separadas por lineas
amarillas) las 4 zonas clasicas del cartilago de crecimiento: de reserva (ZR), proliferativa (ZP),
hipertréfica (ZH) y de calcificacion (ZC). Coloracion HE. Barra= 100 . m. En el recuadro superior
izquierdo se evidencia una magnificacion macroscopica de la microfotografia.
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Figura 4. Hipofosfatemia aguda en vacas lecheras. A-B. La misma vaca en estacion (A) y caida
en (B), evidenciando también debilidad, cifosis y aumento del plano de sustentacion. C-D. Vacas
severamente afectadas evidencian decubito lateral (C) y hemoglobinuria (D). Las fotos son una
Cortesia del Dr. Martin Allassia y del Dr. Emanuel Angelli del Hospital de Grandes Animales de
Facultad de Ciencias Veterinarias de Universidad Nacional del Litoral, Santa Fé, Argentina.
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6.6. LESIONES

En la deficiencia cronica de P, los animales adultos tienen multiples fracturas y/o callos 6seos
de reparacion correspondientes a fracturas previas (mas frecuentes de observar en las costillas, Figura
5a), irregularidades de la superficie articular con erosién del cartilago y del tejido 6seo subyacente
con o sin formacion de osteofitos (Figura 5b) (Rubino, 1928; Rose 1954; Tokarnia et al., 1970g;
Shupe et al., 1988; Dutra, 2011b; Schild et al., 2021a). Ademas, hay un aumento de fragilidad de los
huesos al punto que los mismos se quiebran con facilidad o se cortan con un cuchillo, y debido a la
baja densidad o peso especifico, después de macerados, los huesos pueden flotar en agua (Figura 5c).
En los animales severamente afectados se pueden observar deformaciones Oseas del esqueleto
(Figura 5d) (Tokarnia et al., 2010). En algunos huesos largos como las costillas, escapula, y/o
hamero es posible apreciar una marcada disminucién del espesor del hueso cortical y/o aumento del
diametro de la cavidad medular (Tokarnia et al., 2010; Coates et al., 2016; Constable et al., 2017).
Debido a que la carencia cronica de P en los animales jovenes produce retraso en crecimiento es
posible que la severidad de las lesiones sea menor en comparacion con otras causas de raquitismo
(Craig et al., 2016). Sin embargo, en los animales severamente afectados las lesiones se pueden
observar en la region epifisiaria de los huesos largos y uniones costo-condrales. En estas regiones las
placas de crecimiento estan tortuosas, irregulares, con segmentos engrosados, lengietas,
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proyecciones digitiformes y/o islas de cartilago retenidos en la metéafisis (Figura 3b-c) (Tokarnia et
al., 2010; Craig et al., 2016).

Figura 5. Hallazgos macroscopicos de la carencia de P en animales adultos. Todas las
Fotografias fueron obtenidas de Tokarnia et al. (2010). A. Equino. Note los callos 6seos de
fracturas en reparacion en mdltiples costillas. B. Bufalo. La cabeza de fémur tiene acentuada
erosion de la superficie articular. C. Ovino. La tibia y fémur (post maceracién) flotando en agua
debido al bajo peso especifico de los huesos. D. Bufalo. Acentuada escoliosis en S de la columna
vertebral (post maceracion).
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Microscopicamente en el tejido 6seo de los animales adultos suele haber marcada osteopenia
con hiperplasia del periostio e incluso hiperostosis no mineralizada. Los canales Haversianos estan
severamente dilatados o expandidos y cubiertos de matriz osteoide no mineralizada de un grosor
anormal de color rosado claro con Hematoxilina'y Eosinay de color verde con Tricromico de Masson-
Goldner en tejido descalcificado (Figura 6). En las areas mas afectadas es posible ver ‘lagunas de
Howship’, que son tuneles o canales de reabsorcion 6sea, en los cuales se ven multiples osteoclastos,
osteoblastos activos y osteocitos de revestimiento. La anormal deposicion de tejido osteoide no
mineralizado (de exagerado grosor y con bordes ondulantes o festoneados) rodeado de osteoblastos
también se aprecia en las delgadas trabéculas mineralizadas (Figura 7). Este incremento exagerado
de tejido osteoide no mineralizado puede ser medido o cuantificado con estudios histomorfométricos,
donde en animales con severa deficiencia de P es esperable observar >30 % de tejido osteoide no
mineralizado (Olson & Carlson, 2017; Dixon et al., 2020b). En los animales jovenes con raquitismo
ademaés de los cambios arriba descriptos, en las placas de crecimiento, se observa un aumento del
numero de condrocitos (desorganizados, hipertroficos con degeneracién y/o necrosis) en la zona
hipertréfica que forman proyecciones digitiformes y/o islas que llegan hasta la metafisis y que pueden
estar rodeados o no de tejido osteoide no mineralizado (Figura 3) (Craig et al., 2016).

1928 2022
Figura 6. Osteomalacia en Bovinos. A. Costilla coloreada con Azul de Unna obtenida de Rubino,
1928. En la imagen se nota el engrosamiento de periostio (P), delgado espesor del hueso cortical,
dilatacion de los canales de Havers (CH), los cuales estan rodeados de tejido osteoide no
mineralizado (0.t., otv) y areas de tejido 6seo normal o sano (S). B. Costilla con las mismas lesiones
en el hueso cortical. El periostio evidencia hiperostosis no mineralizada. Coloracion con
Tricromico de Masson-Goldner. Barra =100 u m.
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Figura 7. Deficiencia cronica de fosforo en
bovinos. Costilla. La delgada trabécula
mineralizada es cubierta de una exagerada
cantidad de tejido osteoide no mineralizado
(rosado claro) cuyos bordes libres son
festoneados, flameantes y/o espinosos. HE.
Barra=100 um.

6.6. PATOGENIA

En la osteomalacia de los bovinos el constante bajo aporte dietético de P y las altas demandas
metabolicas del mineral principalmente durante el crecimiento, Gltimo tercio de gestacion y/o
lactacion, desencadenan una reabsorcion y/o movilizacion ésea de P con el fin de aliviar la deficiencia
de este mineral. Si el animal es suplementado con cantidades adecuadas de P, cubriendo o excediendo
los requerimientos diarios de P, el proceso patologico se detiene y la situacion progresivamente se
revierte.

Los bajos aporte dietéticos de P, durante un periodo prolongado, conllevan a bajas
concentraciones sanguineas de P inorganico (Pi), esta condicidn posiblemente estimula un incremento
en activacion de Vitamina Dz via la-hidrolasa renal (Ternouth, 1990; Burtis & Bruns, 2015;
Anderson et al., 2017). Este incremento de las concentraciones de Vitamina D3 activa, tiene varios
efectos: (i) en los huesos estimula la diferenciacion y activacion osteoclastica mediante la
estimulacion osteoblastica del “receptor activator of nuclear factor kB [NFkB] ligand — RANKL”
(Burtis & Bruns, 2015; Rosol & Grone, 2016, Nakamichi et al., 2018). Cuando el RANKL se une
estrechamente al “membrane receptor RANK” presente en células progenitoras de osteoclastos
(derivadas de la médula dseo) se produce la diferenciacion y activacion osteoclastica, responsables
de la importante reabsorcién 6sea observada. (ii) en el intestino estimula la absorcién intestinal de P
y Ca (Ternouth, 1990; Anderson et al., 2017; Miller, 2017) y (iii) en la glandula paratiroidea inhibe
la produccién y liberacion de parathormona (PTH) dada la retroalimentacion negativa (McGrath et
al., 2013; Burtis & Bruns, 2015; Rosol & Grone, 2016). En Uruguay, la gran mayoria de los campos
naturales contienen altas o normales concentraciones de Ca y bajas de P (Ungerfeld, 1998); en estas
condiciones y asociado a un aumento (no toxico) de la vitamina D3z enddgena activa, es frecuente que
las vacas tengan hipercalcemia o niveles normales de Ca con hipofosfatemia. Los niveles elevados
de Ca también ejercen un efecto de retroalimentacion negativa en la secrecion de PTH, y estimulan
las células C de tiroides a producir calcitonina (CT) (McGrath et al., 2013; Rosol & Grone, 2016,
Anderson et al., 2017). La CT posiblemente estimule la produccion osteoblastica de matriz osteoide
(Rodriguez Vieytez, 1995); sin embargo, en estas condiciones dada la apropiada concentracion de
Ca, pero baja concentracion de P, los osteoblastos no pueden iniciar el proceso de mineralizacién con
la consecuente acumulacion de osteoide no mineralizado. Estas adaptaciones endocrinas y/o
metabolicas que las vacas desarrollan ante la deficiencia crénica de P inducen cambios patoldgicos
en el organismo que se traducen en osteomalacia (defectiva mineralizacidn), con o sin osteoporosis
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(cantidad anormal) y atrofia de glandula paratiroides con o sin hiperplasia de las celulas de C de
tiroides, un resumen del mecanismo patogénico se detalla en la Figura 8.

Varios estudios en Australia realizados en vacas que consumian dietas deficientes en P
evidenciaron bajas concentraciones de P y PTH y altas concentraciones Ca, relacion Ca/P, Vitamina
D3 activa y otros indicadores de reabsorcion 6sea (ej. carbono terminal del teleopeptido de coladgeno
tipo | -CTX-I- y fosfatasa alcalina dsea -BALP-) en sangre (Anderson et al., 2017; Dixon et al.,
2020b). Adicionalmente, algunos articulos cientificos describen similares hallazgos clinico-
patoldgicos en humanos que desarrollaron hipofosfatemia cronica (Francis & Selvy, 1997; Bhan et
al., 2010; Burtis & Bruns, 2015) reforzando de esta manera la patogenia planteada para los bovinos.
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Figura 8. Mecanismo patogénico de la deficiencia cronica de fosforo en bovinos. Las flechas (|)
y (1) corresponden a bajas o altas concentraciones respectivamente.

Un interrogante que surge al desarrollar e interpretar este cuadro es la ausencia de la inhibicion
osteoclastica mediada por la CT, considerando que los osteoclastos son las células 6seas con mayor
cantidad de receptores de CT (Rodriguez Vieytez, 1995; Rosol & Grone, 2016). Dos posibles
hip6tesis podrian responder esta pregunta, dado un ambiente con bajo P y alta (no tdxica)
concentracion de Vitamina de D3 activa: (i) es posible que esta Vitamina Dz disminuya la expresion
génica de receptores de CT en los osteoclastos y/o (ii) es posible que esta Vitamina D3z induzca la
produccién de ligandos, receptores o proteinas que bloqueen los receptores osteoclasticos para CT.
Estas hipotesis deben ser estudiadas con mayor profundidad.

En la hipofosfatemia aguda no estd muy clara la patogenia, pero Perna (2009) plantea que:
debido a fallas en la rapidas movilizacion 6sea del mineral y/o excesivas pérdidas (ej., durante la
lactacion) sumado a la falta de aporte dietético de P (forraje o suplemento), se desencadena un rapido
descenso de la fosfatemia que compromete funciones vitales como transferencia y uso de energia
mediada por ATP, ADP; AMP ciclico, fosfato de creatina y/o GTP (guanosin trifosfato), las cuales
se traducen en una insuficiencia del sistema muscular que se manifiestan con debilidad, caidas e

incapacidad para levantarse.
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6.7. DIAGNOSTICO

El diagnostico de la enfermedad es fundamental para su control y prevencion. En animales
con osteomalacia o raquitismo la evaluacion conjunta de signos como alotrofagia, osteofagia y
fracturas esponténeas, osteopenia (pérdida de masa 6sea) determinada por la prueba de la aguja y la
determinacion de la concentracion de P en sangre, son excelentes herramientas para el diagnéstico de
la enfermedad (Schild et al., 2021a).

La prueba de la aguja es una excelente herramienta de diagndstico de rodeo, y se utiliza para
evaluar el grado de mineralizacion de las apofisis transversas de las vertebras lumbares, indicando la
presencia 0 no de severa osteopenia en los animales (Tokarnia et al., 2010). La prueba consiste en
intentar atravesar las apofisis transversas de las vertebras lumbares con una aguja 18G (Tokarnia et
al., 2010; Malafaia et al., 2018); si se logra penetrar la apdfisis traspasandola facilmente (con una
fuerza similar a la aplicacion de un inyectable intramuscular) los animales tendrdn ‘severa
osteopenia’. Si no es posible traspasar la ap6fisis los animales no tendran ‘severa osteopenia’, Sin
embargo, este Gltimo resultado no significa un estatus adecuado de P, ya que los animales pueden
tener deficiencia subclinica. (Schild et al., 2022).

Bioguimicamente, en la sangre de los animales afectados hay una marcada disminucion de
concentracion de P y PTH asociado a incrementos de las concentraciones de Ca, relacion Ca/P,
Vitamina D3 activa, BALP y CTX-1 (Anderson et al., 2017; Dixon et al., 2020b). Sin embargo, estos
ualtimos 3 son menos usados rutinariamente por los laboratorios clinicos veterinarios. Otros analisis
complementarios que pueden ayudar a orientar el diagnoéstico, es la observacion de una menor
densidad dsea en las radiografias (mayor radio lucidez) o la presencia de >30% de tejido osteoide no
mineralizado en los estudios histoldgicos (Shupe et al., 1988; Craig et al., 2016; Dixon et al., 2020b).
La concentracion de P en hueso es un buen indicador, sin embargo, también presenta algunas
limitaciones como la obtencion y el procesamiento de las muestras, por lo que generalmente se
restringe su uso para investigacion o para diagnostico en animales muertos (Little, 1972; Read et al.,
1986b; Grinberg, 2014; Malafaia et al., 2017). La respuesta a un tratamiento especifico y/o
realizacion de experimentos o ensayos de prueba usando una mezcla de sales con el mineral deficiente
0 sospechoso de ser deficiente también puede considerarse otra forma de diagndstico (Tokarnia et al.,
2000).

Ante un brote de osteomalacia también se debe determinar o estimar la concentracion de P en
el forraje con el objetivo de definir el tratamiento méas apropiado (Schild et al., 2021a). En casos de
obtener valores adecuados de P en las pasturas (> 2 g P/kg MS) seria necesario realizar mediciones
de otros minerales que pueden afectar la absorcion de P como el Ca, Mg y Fe o evaluar otro
diagnostico diferencial que curse con signos y lesiones similares como la deficiencia de vitamina D;
sin embargo, en esta deficiencia hay hipocalcemia y altas concentraciones de PTH debido al
hiperparatiroidismo nutricional secundario (Dittmer & Thompson, 2011; Constable et al., 2017). Otro
diagnostico diferencial es la intoxicacion crénica con fluor caracterizado principalmente por
hipoplasia de esmalte dental, osteoporosis con atrofia de osteoblastos y concentraciones toxicas de F
en la ceniza 6sea. (Riet-Correa et al., 1983; Jubb & Crough, 1988).

Factores in vivo y preanaliticos que pueden afectar la concentracion fosforo inorgdnico en sangre

Dada la sencillez, rapidez y bajo valor econémico, el analisis de la concentracion de fosforo
inorgénico (Pi) de un grupo de 10-15 animales sigue siendo una excelente herramienta para el
diagnostico de la carencia crénica de P (Read et al., 1986¢; Dixon et al., 2020a). Concentraciones <1
mmol de P/L en sangre son sugestivas de severa deficiencia cronica de P; sin embargo, hay factores
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in vivo o preanaliticos (durante o post extraccion de la muestra) que deben ser considerados para
interpretar los resultados correctamente (Fletcher et al., 2016; Dixon et al., 2020a; Campos &
Sanguinett, 2021). En cuanto a los primeros, los factores in vivo, el estado fisiolégico debe ser
considerado ya que las vacas en las Ultimas semanas de gestacion y primeras semanas de lactancia
tienen valores mas bajos de Pi que en otros estadios fisiolégicos y que otras categorias de animales
(ej. terneros en crecimiento) (Sharifi et al., 2007; Benvenutti et al., 2015; Krsmanovic et al., 2015).
Por otro lado, como el contenido de P de la dieta se refleja en la concentracion de Pi en sangre (Suttle,
2010; Quigley et al., 2015) el manejo de la dieta, previo a la extraccion, es otro factor a considerar a
la hora de interpretar las concentraciones de Pi. Por ejemplo, animales que pastorean praderas
fertilizadas con P, o con alta proporcion de leguminosas o cuya dieta es complementada con granos
y/o suplementos minerales con P, tienen concentraciones sanguineas de Pi mayores que animales que
pastan en praderas con bajas concentraciones de P con predominio de gramineas nativas, sin
fertilizacion fosfatada y/o sin suplementacién mineral (Coates, 1994; Suttle 2010). Ademas, algunas
enfermedades que causan lesiones renales cronicas, crisis hemoliticas (ej. leptospirosis, babesiosis,
intoxicacion con Cu, etc.), desbalances dietéticos de la relacion Ca:P (ej. urolitiasis), excesos de
Vitamina D (ej., intoxicacion con: Solanum glaucophyllum, Nierembergia rivularis, etc.,) y/o
deficiencia de vitamina D pueden evidenciar cambios en concentracién de Pi (Canton et al., 2008;
Odriozola, 2008; Dittmer & Thompson, 2011; Sacco & Souza Lopez, 2011; Schild et al., 2021c).

En cuanto a los factores ‘preanaliticos’, debido a que la concentracion de P en el interior de
los eritrocitos es mayor que en el plasma o suero (Griinberg, 2014), la hemdlisis o hidrolisis de los
glébulos rojos, deriva en una mayor cantidad de Pi libre (Little et al., 1971; Sharifi et al., 2007;
Grinberg, 2014). En este sentido aquellos factores que durante y después de la toma de las muestras
generen hemdlisis podrian modificar la verdadera concentracion de Pi y por ende la interpretacion de
los resultados (Campos & Sanguinett, 2021). Estudios recientes evidenciaron diferencias en las
concentraciones de Pi medida en suero o plasma, asi como diferencias en las concentraciones de Pi
entre las muestras obtenidas de vena yugular en comparacion de las muestras obtenidas de la vena
coccigea del mismo animal (Montiel et al., 2007; Fletcher et al., 2016; Campos & Sanguinett, 2021).
También se han observado aumentos de las concentraciones de Pi en funcidn del tiempo transcurrido
desde la extraccion de la muestra en los corrales hasta su procesado en el laboratorio, menos evidente
con el uso de &cido tricloroacético al 5% bufferado (Little et al., 1971; Campo & Sanguinett, 2021).
En Uruguay no se observaron diferencias significativas entre el Pi obtenido del suero y el obtenido
del plasma (Campos & Sanguinett, 2021). Griimberg (2014) asocio las bajas concentraciones de Pi
de las muestras obtenidas de la vena yugular a una mayor retencién de P para ser excretado en las
glandulas salivales; sin embargo, Campos & Sanguinett (2021) lo asociaron a un menor grado de
hemolisis debido al mayor calibre de la vena yugular.

6.8. TRATAMIENTO Y PREVENCION

Las mezclas minerales sueltas comunmente conocidas como ‘“‘sales minerales”, mezclas
comprimidas en bloques o mezclas minerales para ser disueltas en el agua, todas, son excelentes
métodos para administrarle P a las vacas de cria; sin embargo, el mayor desafio es lograr una adecuada
ingesta de P (Winks, 1990; Karn, 2001; Dixon et al., 2003). Adicionalmente, hay que considerar la
fuente o la calidad de P ofrecido ya que los fosfatos monocélcicos (FMC), fosfatos di o bicalcicos
(FDC), fosfatos tricélcicos (FTC) y/o roca fosforica tienen distinta solubilidad y biodisponibilidad.
La solubilidad in vitro medida en acido citrico o citrato de amonio solamente puede usarse para
evaluar la calidad de la fuente de P ya que no son suficientemente reales para evaluar la
biodisponibilidad de P (Dixon et al., 2020a).
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Ante un brote de osteomalacia el tratamiento utilizado consiste en administrar sales con > 80
—100 g P/kg de buena calidad (ej., FDC con > 90% de solubilidad en &cido citrico) via oral ad libitum
suministrada como mezcla suelta que cubra y/o exceda los requerimientos diarios durante al menos
3-4 meses (Schild et al., 2022). Hay que considerar, que debido a las avanzadas lesiones en el sistema
locomotor algunas de las vacas severamente afectadas (5-20%) no consumiran o consumiran menos
sales minerales que el resto de los animales, por lo que es necesario prolongar el tratamiento u
ofrecerles formulas mas atractivas (ej., con bajo cloruro de sodio o con melaza) (Dixon et al., 2003).
A estos animales se los puede separar del rodeo facilitdndoles el acceso a las sales minerales, también
se debe evitar el encierro o paso por los corrales, tubos 0 mangueras ya que corren riesgo de
fracturarse. Las vacas caidas con incapacidad para levantarse tienen mal prondstico, principalmente
si se evidencian fracturas, igualmente es indispensable proporcionarles confort y cambiarlos de
posicion varias veces al dia para evitar complicaciones o dafio por compresion (Perna, 2009). En
Australia, los super-jugos de P mezclados con el alimento también permitieron la recuperacion clinica
en un alto porcentaje de vacas enfermas (Jubb & Crough, 1988), mientras que el uso de formulaciones
inyectables (recomendadas para la presentacion aguda de la enfermedad) no son efectivas para
revertir la presentacion cronica de la enfermedad (Soto & Reinoso, 2012; Mattioli, 2013; Schild, et
al., 2021a).

Otras medidas de manejo deben realizarse conjuntamente tal como el destete de los terneros,
ya que de esta forma se logra bajar los requerimientos diarios de P de las vacas afectadas durante la
lactancia (Rubino, 1934; Schild et al., 2022). En este sentido, debe considerarse que el destete abrupto
de los terneros podria desencadenar en un incremento de nuevos casos en comparacion con el destete
gradual con tablillas nasales. Esto se debe a que las vacas de cria, cuyos terneros fueron destetados
abruptamente, pasan 2 o 3 dias buscando sus hijos sin comer y con mayor actividad fisica. Con el
objetivo de no retrasar la recuperacion de los animales, otra medida de manejo a implementar seria
la suplementacion con otros nutrientes esenciales, si los forrajes son escasos y ademas tienen de
moderada a baja calidad energética y proteica (Dixon et al 2020a). Cuando se prevean afios de sequias
siempre que sea posible es aconsejable bajar la carga animal de los campos para que los animales
dispongan de una adecuada oferta de alimento (Miller et al., 1990).

Para prevenir la carencia de P, en establecimientos con antecedentes de osteomalacia, 0
establecimientos donde se sospecha de la enfermedad, la mejor herramienta es la suplementacion oral
con sales minerales fosfatadas administradas ad libitum durante el periodo donde la concentracion de
P en las dietas sea la principal limitante (Constable et al., 2017; Dixon et al., 2020a). En nuestra region
este periodo generalmente ocurre en primavera e inicio de verano, coincidiendo con las mayores
demandas de P en las vacas. La concentracion de P en el suplemento mineral a usar estara en el rango
de 60 - 100 g P/kg, dependiendo de la disponibilidad de P del forraje. El uso de sales minerales, sin
el correcto asesoramiento técnico posiblemente no producira la respuesta esperada, generando asi
recurrentes errores en la suplementacion mineral y desconfianza en su efectividad (Peixoto et al.,
2005; Dixon et al., 2011). También se debe considerar, en el uso de sales minerales, la presencia de
elementos peligrosos como el flior (maximo aceptable hasta 30-50 mg/kg), Cu, Se y/o S (Jubb &
Crough, 1988) que vienen incluidos en las formulaciones y pueden ser riesgosas sin el correcto
asesoramiento técnico.

Otras estrategias preventivas incluyen la fertilizacidn fosfatada del campo natural y/o uso de
praderas con las cuales se logra marginalmente aumentar la produccion forrajera y un importante
incremento en la concentracion de P de la dieta (Winks, 1990; Coates, 1994; Mufarregue, 1999). Sin
embargo, su uso es limitado debido a escasa respuesta econémicay a que en ciertas areas no es posible
ingresar maquinarias. Adicionalmente el uso indiscriminado de la fertilizacion con Py sin un correcto
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asesoramiento técnico también puede acarrear consecuencias ambientales como la eutrofizacion de
las aguas con sobrecrecimientos de las algas e incorporacion o aumento de metales pesados como
cadmio, arsénico, plomo y/o mercurio en los suelos, aguas, plantas y animales (Suttle, 2010). En
situaciones en que la concentracion de P en los forrajes de los campos naturales es extremadamente
baja (ej., <0,5 g P/kg MS) es probable que no sea posible cubrir los requerimientos diarios de P de
los animales con los clasicos suplementos minerales orales que contienen altas concentracion de P
(100 - 120 g P/kg) y aun destetando los terneros. En este contexto seria necesario evaluar estrategias
integradas (suplementacion oral con P, fertilizacion fosfatada y/o mejoramiento forrajero) para
superar la carencia de P.
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7. CAPITULO 2. OSTEOMALACIA POR DEFICIENCIA DE FOSOFORO EN VACAS DE
CRIA PASTOREANDO CAMPOS NATURALES DEL NORTE DE URUGUAY

https://doi.org/10.1177/10406387211025828

7.1. RESUMEN

En este capitulo, describimos la investigacion de 4 brotes de osteomalacia que sucedieron
entre los afios 2018 y 2021. Todos los brotes ocurrieron debido a una severa deficiencia de fosforo
(P) afectando principalmente a vacas de cria en lactacion que pastaban en campos naturales. Las vacas
exhibieron alotrofagia, dificultad para pararse y caminar, fracturas de costillas y pérdida progresiva
de peso (89 kg, P =0,001) incluso con una adecuada disponibilidad de forraje (~1500 kg/MS). En el
examen patologico de 3 vacas, observamos osteomalacia, osteoporosis, atrofia de la paratiroides e
hiperplasia de las células C de la tiroides. Las concentraciones de P en el suelo (3,5 mg/kg), P en el
forraje verde (1,1 g/kg), P inorgénico (Pi) en suero (0,89 mmol/L) y P en las costillas (81 mg/mL)
fueron todas bajas. Aunque suplementos minerales inyectables o mezcla mineral en bloques o suelta
habian proporcionado P adicional en 2 de los 4 brotes, estas cantidades suplementarias fueron
insuficientes para prevenir y/o controlar la deficiencia de P. El P ofrecido en la dieta (pasto y
suplementos minerales) solo habria proporcionado el 20-55% de los requerimientos diarios de P de
las vacas (~21 g P/dia). En todos los brotes, la osteomalacia ocurrié6 como resultado de una severa
deficiencia de P en el suelo y el forraje, y en 2 brotes ademas estuvo asociado a una suplementacion
inadecuada de P. La presencia de signos clinicos, osteopenia determinada por la prueba de la aguja y
el andlisis de Pi en suero, juntas, son excelentes herramientas de diagnostico para la deficiencia de P.
Ademas, para el control de la deficiencia de P en las vacas de cria que pastan en campos nativos es
necesario la estimacion de la concentracion de P en el forraje para poder suplementar el P adicional
necesario para cubrir los requerimientos diarios de los animales.

Palabras claves: deficiencia de fosforo, osteomalacia, pasturas naturales, vacas de cria, Uruguay
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7.2. INTRODUCCION

La ‘osteomalacia’ o ‘mal de las paletas’ es una enfermedad que ocurre en muchas especies de
animales y que estd asociada a una falla en la mineralizacion del tejido 6seo (Dittmer & Thompson,
2011; Burtis & Bruns, 2015). En los bovinos, usualmente, la osteomalacia es causada por una
deficiencia dietética de P (Craig et al., 2016). Los principales signos clinicos de osteomalacia en los
bovinos son alotrofagia o pica (habito de lamer o roer piedras y/o huesos), severa pérdida de peso,
dificultad para levantarse y caminar, fracturas Oseas y ocasionales muertes. Sin embargo, las
principales pérdidas son subclinicas debidos a los bajos pesos y baja fertilidad llevando, a una
disminucién de la rentabilidad de los sistemas de produccion ganadera (Holmes, 1990; Uriarte et al.,
2000; Coates et al., 2019; Dixon et al., 2020b).

La osteomalacia asociada a la deficiencia de P, como la observada en bovinos de carne criados
en campos naturales, ocurre cuando los suelos y pastos contienen menos de 4-5 mg de P/kgy <2,0 g
de P/kg de materia seca (MS), respectivamente (Dixon et al., 2020a). Estas deficiencias de P son
frecuentes en pastos de bajos recursos forrajeros como en ciertas regiones de Argentina (Mufarrege,
1999), Australia (Rose, 1927), Brasil (Tokarnia et al., 2010), Estados Unidos, (Shupe et al., 1988) y
Sudafrica (Read at al., 1986a). En Uruguay, esta deficiencia de P fue reconocida al inicio del siglo
pasado (Rubino, 1928), afectando generalmente a las vacas en lactacion que comen forrajes de los
campos naturales, los cuales comprenden ~11,2 millones de hectareas y sustentan a ~5,9 millones de
vacas y vaquillonas (DIEA, 2020). Estos pastos nativos tipicamente tienen bajas concentraciones de
P en el suelo (2.5-9 mg P/kg) (CIAAB, 1971) y forrajes (0.2—4.2 g P/kg) (Ungerfeld, 1998).

En Uruguay, la osteomalacia fue descripta por primera vez por el Dr. Acosta Churruca antes
de 1917, momento en que el Dr. Rubino comenzo6 a estudiar la enfermedad exhaustivamente (Rubino,
1928, 1934). Desde entonces hasta la fecha se han descripto en la literatura nacional al menos 9 brotes
de osteomalacia con una morbilidad promedio de 7,2% y mortalidad de 0,8%. La enfermedad fue
descripta en los departamentos Cerro Largo, Durazno, Flores, Lavalleja, Rio Negro, Rocha,
Tacuarembo, y Treinta y Tres tanto en periodos de sequia como lluviosos (Rubino, 1928, 1934; Dutra,
2009a,b, 2011a,b). Debido a que la enfermedad es bien conocida por los productores y veterinarios,
es probable que muchos brotes no fueron notificados a los laboratorios de diagnéstico y/o publicados
en la literatura. Adicionalmente, sin reportar brotes de enfermedad, otros estudios nacionales
evidencian bajas concentraciones de P en sangre de los animales ademads de bajas concentraciones de
P en suelo y forraje (Pittaluga et al., 1980; Cuenca et al., 1981; Guerrero & Colucci, 1987; Uriarte et
al., 2000; Pittaluga, 2009; Carriquiry & Frade 2017). Por esto, es posible que, en varias regiones del
pais donde se cria ganado vacuno de forma extensiva, los requerimientos de P ain no sean
debidamente cubiertos por el campo natural, limitando severamente la produccion.

En areas endémicas con deficiencia de P, la suplementacion mineral con P y/o fertilizacion
con P puede prevenir la osteomalacia y mejorar la produccion ganadera (Coates, 1994; Mufarrege;
1999; Constable et al., 2017; Dixon et al., 2020a). Sin embargo, existen algunas limitantes o errores
en el manejo de las sales minerales, por ejemplo, la suplementacion mineral puede no ser efectiva
debido a (i) inadecuada ingesta del P suplementario, (ii) administracion insuficiente, y/o (iii)
administracion suficiente de P, pero por un corto periodo (Peixoto et al., 2005; Dixon et al., 2011). La
falta de uso de sales minerales y/o el incorrecto uso de éstas pueden ser el origen de la ocurrencia de
brotes de osteomalacia en Uruguay. En este capitulo describimos 4 brotes de osteomalacia en vacas
de cria de establecimientos ganaderos de Uruguay.

28



7.3. MATERIALES Y METODOS

El estudio de los brotes se realizd a partir de las consultas, de los Médicos Veterinarios,
recibidas en el Nucleo de Salud Animal de Tacuarembo6 entre marzo 2018 y marzo de 2021. Durante
ese periodo fueron registrado 4 brotes de carencia cronica de P en animales adultos. En cada
establecimiento se registraron los datos epidemioldgicos y se inspeccionaron clinicamente los
animales enfermos. Adicionalmente, se registraron los pesos, las categorias afectadas, presencia de
osteopenia segun la clasificacion la prueba de la aguja en la apofisis transversa de vértebras lumbares
(descripta mas abajo) y se colectaron muestras de sangre de animales con y sin signos clinicos.
También, se colectaron muestras de forraje y suelo de los potreros donde ocurrieron los brotes y se
realizaron 3 necropsias.

Datos epidemiologicos

Todos los brotes ocurrieron en vacas que pastaban en potreros de campo natural dominado
por gramineas perenes C4 y que nunca habian sido fertilizados con P. En 2 de los 4 establecimientos
se realizaba suplementacion mineral al ganado.

El brote 1 ocurri6 en febrero de 2019 en un rodeo Aberdeen Angus y sus cruzas de un
establecimiento ganadero ubicado en el departamento de Cerro Largo, Uruguay. El establecimiento
tenia un lote de 350 vacas primiparas y multiparas en lactacion, de 3 a 8 afos de edad y con terneros
al pie (32 a 6 meses de edad) que pastaban en un potrero de 700 ha. Desde abril de 2017 hasta
diciembre de 2018, cada 30 dias, aproximadamente, todas las vacas habian recibido individualmente
10 mL (0,7-1 g de P) de suplemento mineral inyectable via subcutdnea (Tabla suplementaria 1,
suplementos A y B). Adicionalmente, desde septiembre de 2018 hasta febrero de 2019, se administrd
a todo el rodeo, cada 15 dias, sales minerales en bloques (4 a 8 bloques de 10 kg) que contenian 40-
55 g P/kg (Tabla suplementaria 1, suplemento C) y con un consumo estimado de 10-11 g de sal (0,4-
0,6 g de P). Desde enero hasta febrero de 2019 todas las vacas enfermas, ademas de los bloques,
recibieron individualmente, cada 3-4 dias, 20-40 mL (1,8-3,6 g de P) del suplemento mineral
inyectable arriba mencionado.

El brote 2 ocurrid en enero de 2020 en un rodeo Hereford y sus cruzas de un establecimiento
ganadero ubicado en el departamento de Tacuarembd, Uruguay. El establecimiento tenia un lote de
205 vacas primiparas y multiparas en lactacion, de 5-6 anos de edad y con terneros al pie (22 a 6
meses de edad) que pastaban en un potrero de 470 ha. En septiembre de 2019 y enero de 2020, todas
las vacas recibieron 10 mL (0,7-1 g de P) de suplemento mineral inyectable, arriba mencionado, via
subcutanea. Adicionalmente, desde diciembre de 2019 y por 45 dias se administr6 a todo el rodeo,
sales minerales sueltas (600 kg) que contenian con 36-44 g P/kg (Tabla suplementaria 1, suplemento
D) estimando un consumo diario de 65 g de sal (2,3-2,8 g de P).

El brote 3 ocurrid en enero de 2021 en un rodeo Hereford y sus cruzas de un establecimiento
ganadero ubicado en el departamento de Tacuarembd, Uruguay. El establecimiento tenia un lote de
30 vacas primiparas en lactacion, de 2 a 3 afos y con terneros al pie (22 a 5 meses de edad) que
pastaban en un potrero de 60 ha. No se usaban sales minerales en el establecimiento.

El brote 4 ocurri6 en febrero de 2021 en un rodeo Hereford de un establecimiento ganadero
ubicado en el departamento de Artigas, Uruguay. El establecimiento tenia un lote de 205 vacas
primiparas en lactacion, de 2 a 3 afios y con terneros al pie (272 a 5 meses de edad) que pastaban junto
con 1000 lanares en un potrero de 500 hectareas. No se usaban sales minerales en el establecimiento.

En Uruguay en los tltimos 30 afios el promedio anual de precipitaciones acumuladas fue de
1112 milimetros/afio. Para este mismo periodo, en verano el promedio de precipitaciones acumuladas,
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al final de dicha estacion, fue de 312 milimetros (GRAS, 2022). En 2019 el promedio anual de
precipitaciones acumuladas fue de 1327 mm y al final de la época donde ocurrid el brote 1, las
precipitaciones acumuladas fueron 369 milimetros. En 2020 el promedio anual fue de 784 milimetros
y al final de la época donde ocurri6 el brote 2, las precipitaciones acumuladas fueron 171 milimetros.
En 2021 el promedio anual fue de 1047 milimetros y al final de la época donde ocurri6 el brote 3 y
4, las precipitaciones acumuladas fueron 346 milimetros. (GRAS, 2022).

Colecta de muestras y andlisis de laboratorio

Suelo y forraje

Todas las muestras fueron colectadas en 30 sitios distintos seleccionados aleatoriamente de
los mismos potreros donde estaban pastoreando las vacas con signos clinicos. Las muestras de suelo
fueron obtenidas de una profundidad de 15 cm (Cuadro, 2019). Las muestras de forraje fueron
obtenidas por el método hand plucking (De Vries, 1995) y separadas manualmente en una fraccion
verde y otra senescente. La disponibilidad de forraje fue medida usando el método comparativo de
doble muestreo (Haydock & Shaw, 1975). Las concentraciones de P extraible en bicarbonato (Pg) en
suelo y P total en forraje fueron determinadas colorimétricamente por el método de molibdenato de
amonio (McKean, 1993) usando un espectrofotometro (10S VIS, Thermo Fisher Scientific, USA).
Ademas, en los 2 Gltimos brotes (3 y 4) se determind en el forraje la concentracién total de Ca por
absorcion atomica (7300 DV, Perking-Elmer, USA) (Jackson, 1964) y la concentracién de proteina
cruda (PC) utilizando el coeficiente 6,25 x nitrégeno (N) total, el cual fue determinado por el método
Kjeldahl (Cabrera et al., 2019).

Sangre

Las muestras fueron colectadas de la vena yugular usando jeringas descartables con agujas 18
G, aleatoriamente fueron seleccionadas vacas con signos clinicos de osteomalacia (n = 38, rango de
animales muestreados por establecimiento: 5-14) y sin signos clinicos de osteomalacia (n = 39, rango
de animales muestreados por establecimiento: 6-12). Las muestras de sangre fueron trasferidas a
tubos de 5 mL con acelerador de la coagulacion, centrifugadas (2450 x g, a 4 °C, 10 minutos) y el
suero fue almacenado a -20 °C por 5-7 dias. La concentracion de P inorgédnico (Pi) y Ca en suero
fueron determinadas por el método phospho-molibdato y reaccion de o-cresolphthalein complexone
usando un espectrofotometro automatico (Dimension Rxl Max, Siemens Diagnostics - USA).

Prueba de la aguja

La mineralizacion de las apofisis transversas izquierdas de las vértebras lumbares (L4-L5)
fueron evaluadas segun la técnica descripta por Tokarnia et al, (2010). Las vacas fueron clasificadas
como ‘con severa osteopenia (pérdida de masa 6sea)’ si la apofisis era facilmente atravesada con una
ajuga 18G haciendo una fuerza similar a la requerida para introducir una aguja en una inyeccioén
intramuscular; o como ‘sin severa osteopenia’ si la aguja no penetraba en el hueso.

Necropsia y andlisis en huesos

En total 3 necropsias fueron realizadas (2 en el brote 1, y 1 en el brote 3) y en cada una
multiples muestras de tejidos fueron colectadas y fijadas en formol bufterado al 10% durante 48
horas; luego fueron procesadas rutinariamente y coloreados con hematoxilina y eosina (HE) para

estudios histopatologicos. Fragmentos 6seos (costilla y hiimero) luego de haber sido fijados en
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formol, fueron cortados a 0,5 cm y descalcificados con EDTA al 12% por 20-30 dias. Todos estos
fragmentos fueron procesados rutinariamente y colorados con HE y tricrémico de Masson-Goldner.
Muestras de la 12"* costilla izquierda completa o ‘full-core bone sample’ (que incluia tejido 6seo
cortical externo, tejido trabecular y tejido 6seo cortical interno) fueron colectadas frescas, pesadas,
secadas a 100 °C, cenizadas a 700 °C y la ceniza fue disuelta en acido clorhidrico 5N (Little, 1972).
La concentracion de P y Ca fue medida mediante espectroscopia de emision Optica con plasma
acoplado inductivamente (ICP) (MP4200, Agilent - USA) y calculado por unidad de volumen (segun
desplazamiento del menisco de agua) de hueso fresco.

Analisis estadisticos

Un ANOVA factorial fue realizado para comparar el peso, concentraciéon de Pi, Ca y la
relacion Ca/P en suero segun la ‘presencia’ o ‘ausencia’ de signos clinicos, clasificacion de la prueba
de la aguja (‘con’ o ‘sin severa osteopenia’), categoria animal (‘primiparas’ o ‘multiparas’) y la
interaccion entre éstas 2 Ultimas variables (prueba de la aguja x categoria). Se calculd la prevalencia
de la enfermedad como el numero de individuos de la poblacion que tenia hipofosfatemia (<Immol
Pi/L) en un tiempo determinado (visitas a los establecimientos). Los animales fueron considerados
como la unidad experimental y los datos fueron analizados usando Stata v. 14.0 (StataCorp, USA).

7.4. RESULTADOS

Las tasas de morbilidad (animales con signos clinicos), mortalidad, letalidad, la prevalencia
de hipofosfatemia y la clasificacion de los animales segtn la prueba de la aguja se evidencian en la
Tabla 1. Es importante destacar que no todas las vacas con signos clinicos fueron clasificadas ‘con
severa osteopenia’ y ninguna de las vacas sin signos clinicos fue clasificada ‘con severa osteopenia’
de acuerdo con la prueba de la aguja. Esto pone en evidencia la capacidad de la técnica para detectar
animales afectados con mayor severidad.

Tabla 1. Tasas de morbilidad, mortalidad, letalidad, prevalencia de animales con hipofosfatemia y
proporciones de los animales enfermos que fueron clasificados ‘con’ o ‘sin severa osteopenia’
segun la prueba de aguja en las apofisis transversas de las vértebras lumbares realizada durante
las visitas a los establecimientos.

Brotes
Unidad Brotel Brote2 Brote3 Brote Media+E.E.

Tasas
Morbilidad % 16,8 53 13,3 7,3 10,7+ 2,6
Mortalidad % 1,4 0 6,7 1,5 2,4+1,5
Letalidad % 8,5 0 50 20 19,6 £10,9
Pr‘evalenma d§ animales con o 84.6 95.5 333 71.4 727+ 137
hipofosfatemia

Clasificacion de la prueba de la aguja en animales con signos clinicos
Con severa osteopenia % 51,2 72,7 100 73,3 74,3 +£9.9
Sin severa osteopenia % 48,8 273 0 26,7 25, 7+9,9

Referencias: error estdndar de la media (EE)
Las vacas afectadas tenian al menos uno de los siguientes signos: alotrofagia (pica, Figura
1a); dificultad en la marcha con pasos lentos, cortos y rigidos; dificultad para levantarse pasando 1-3
minutos apoyadas sobre sus carpos (Figura 1b) y posturas antialgicas (Figura 1c-d) como: cabeza y
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cuello estirados, miembros anteriores adelantados y/o miembros posteriores remetidos; y cifosis. Las
vacas severamente afectadas tenian emaciacion, marcada debilidad, incapacidad para levantarse
(Figura 1d) y ocasionalmente en las costillas se podian ver fracturas reparadas con callos
exuberantes. Este tltimo hallazgo fue constatado en 25,5% (11/43), 25% (1/4) y 13,3% (2/15) de las
vacas afectadas en los brotes 1, 3 y 4 respectivamente. Incluso en el brote 4 se pudo apreciar la
presencia de callos 6seos en osamentas encontradas en el campo (Figura 2).

La concentracion de Pg en suelo y P en forraje estaban bajas en todos los establecimientos
donde ocurrieron los brotes (Tabla 2). La disponibilidad forrajera, proporcion de forraje verde y

senescente, concentracion de PC y concentracion de Ca en el forraje verde, se evidencian en la Tabla
2.

= : x 5 > LA 7 e A A A R
Figura 1. Osteomalacia o ‘Mal de las Paletas’ en vacas de cria. A. Vaca lamiendo una piedra
(pica). B. Vaca evidenciando severa dificultad para levantarse, con los miembros toracicos
flexionados y apoyados sobre sus carpos. C. Vaca con pobre condicidon corporal, cifosis y que no
descarga peso en miembro anterior derecho. D. Vaca en decubito con sensorio normal, marcada
emaciacion y edema submandibular.
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Figura 2. Osamentas de vacas con osteomalacia. A. En todas las costillas hay fracturas 6seas
mas evidente en el recuadro de la esquina inferior izquierda. B. La costilla de la izquierda
corresponde a la misma osamenta de (A), note el leve abultamiento correspondiente a un callo 6seo
de reparacion. En la costilla derecha en un corte longitudinal se aprecia un callo 6seo de reparacion

correspondiente a una de las vacas brote 1 con buen estado de preservacion postmorten.

Tabla 2. Concentracion de fosforo extraible en bicarbonato (Pg) en suelo y concentracion de fosforo (P),
calcio (Ca) y proteina cruda (PC) en forraje correspondiente a los potreros donde ocurrieron los brotes de
osteomalacia.

Unidad Brotel Brote2 Brote3 Brote4 Valores
Esperados
Suelo
Ps mg/kg 4,0 4,1 51 1,0 >8
Pastura
Disponibilidad de forraje kg MS/ha 1560 1642 749 1051 > 1200
Forraje verde g/kg 613 536 471 590
Forraje senescente g/kg 387 464 529 410
PC en el forraje g/kg MS 82 94
P en el forage >2
Muestra entera g/kg MS 0,9 1,0 0,9 15
Forraje verde g/kg MS 1,1 1,3 1,2 1,8
Forraje secente g/kg MS 0,6 0,7 0,7 0,9
Caen el forraje verde g/kg MS 3,9 4,9 >3

Las vacas con signos clinicos pesaron 311 £+ 7 kg, 89 kg (rango: 81-130) menos (P = 0,001),
que las vacas sin signos que pesaron 399 + 7 kg. Adicionalmente, las vacas primiparas pesaron (296
+ 7 kg) menos (P> 0,001) que las vacas multiparas, las que promediaron 401 = 6 kg. No se observaron
diferencias (P = 0,127) de peso en cuanto a la clasificacion de la prueba de la aguja (con o sin severa
osteopenia) en las 38 vacas con signos clinicos, tampoco hubo efectos en la interaccion prueba de
aguja x categoria (P = 0,959)
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La media de la concentracion de Pi en sangre fue baja en los 4 los brotes (Tabla 3) y en el
total de vacas evaluadas (n = 77) la media fue de 1,23 + 0,08 mmol/L. Adicionalmente, el 66,2% (n
= 51) de las vacas tenia severa hipofosfatemia (< 1,0 mmol/L). La concentracion de Pi fue (P =0,001)
mas baja en los animales con signos clinicos (n = 38; 0,94 £+ 0,12 mmol/L) que en animales sin signos
clinicos (n = 39; 1,51 £ 0.12 mmol/L). Respecto a la clasificacion de la prueba de la aguja de los
animales con signos clinicos las vacas clasificadas ‘con severa osteopenia’ (n = 33) tuvieron (P =
0,001) menos Pi (0,85 + 0.06 mmol/L) que las vacas clasificadas ‘sin severa osteopenia’ (n = 5) que
promediaron 1,30 + 0,16 mmol/L. Adicionalmente, a pesar de que no hubo diferencias
estadisticamente significativas (P = 0,108), las vacas primiparas tuvieron menor concentracion de Pi
(1,06 £ 0,14 mmol/L) que en las vacas multiparas (1,35 £+ 0,12 mmol/L). No hubo efecto en
concentracion de Pi en la interaccion entre la clasificacion de prueba de la aguja y la categoria animal
(P =0,245).

En cuanto a la concentracion de Ca, la media en cada uno de los 4 brotes estaba en el rango
de los valores esperados (2,25-2,60 mmol/L) (Tabla 3) y en el total de vacas evaluadas (n = 77) la
concentracion promedio de Ca fue de 2,41 + 0,04 mmol/L. Sin embargo, el 23,4% (n = 18) de las
vacas tenia hipercalcemia (> 2,60 mmol/L). A pesar de ello, no hubo diferencias estadisticas segin la
presencia de signos clinicos (P = 0,854), clasificacion de la prueba (P > 0,767), la categoria (P >
0,734) y/o la interaccion prueba de la aguja x categoria (P > 0,839).

La relacion Ca/P fue alta en todos los brotes (Tabla 3) promediando 2,66 + 0,15 en todas las
vacas evaluadas (n = 77). A pesar de que no hubo diferencias estadisticas, aunque si una tendencia (P
=0,071), las vacas con signos clinicos tuvieron relaciones Ca/P mas altas (2,93 + 21) que las vacas
sin signos clinicos (2,40 + 0,21). Similarmente, respecto a la clasificacion de la prueba de la aguja en
las vacas con signos clinicos (n = 38) aquellas clasificadas ‘con severa osteopenia’ (n = 33) tuvieron
(P =0,082) mayores relaciones Ca/P (3,03 = 0,18) que las vacas clasificadas ‘sin severa osteopenia’
(n = 5) que promediaron 2,25 + 0,45. No se observaron diferencias estadisticas segun la categoria
animal (P = 0,423) y/o la interaccion prueba de la aguja x categoria (P = 0,693).

En los 3 animales necropsiados, habia bajas concentraciones de P, Ca y ceniza en los huesos
(Tabla 3).

Tabla 3. Medias y error estandar de peso vivo (p.v.), concentracion de fosforo inorgéanico (Pi), calcio (Ca) y
relacién Ca/P en suero sanguineo de las vacas evaluadas en cada uno de los brotes de osteomalacia. También
se evidencia la concentracion de ceniza, P y Ca en muestras de hueso de los animales necropsiados.

Unidad Brote 1 Brote 2 Brote 3 Brote 4 Valores
Esperados
Animales muestreados n° 26 22 11 14
P.v vacas de primera cria kg 277+8 300+7 322423 33248
P.v vacas multiparas kg 404+10 398+12
Anadlisis realizados en suero sanguineo
Pi mmol/L  1,03+0,26  0,71+0,39 0,79+0,28 1,05+0,26 >1,60
Ca mmol/L  2,42+0,23  2,45+0,17 2,36£0,21  2,54+,020 >2,25
Ca/Pi ratio 2,57+0,53  3,92+1,11 3,30+1,25  2,56+0.49
Andlisis realizado en hueso
Ceniza (mg/mL) mg/mL 427+7 478 > 700
Total P (mg/mL) mg/mL 73x1 --- 89 --- > 150
Total Ca (mg/mL) mg/mL 17945 198 > 300
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En las necropsias, multifocalmente, la grasa perirrenal, pericardica y mesentérica evidenciaba
atrofia serosa. En la parrilla costal de los 3 animales, bilateralmente, habia 3 a 5 callos 6seos de 5 a 8
cm de didmetro (Figura 3a). En todas las vacas las costillas se cortaban facilmente con cuchillo, las
trabéculas estaban blandas y con bordes de aspecto flameante o espinosos; tanto en la diafisis de las
en la epifisis distal de la costilla el hueso cortical estaba extremadamente delgado (Figura 3b-c). La
diafisis del humero también evidenciaba adelgazamiento del hueso cortical y/o aumento de la luz del
canal medular (Figura 3d) comparado con la diafisis de un himero normal (Figura suplementaria

1.

Figura 3. Carencia cronica de fésforo. A Parrilla costal. Se evidencia 3 callos dseos
correspondientes a fracturas costales reparadas. B. Costilla — corte transversal del tercio ventral.
Se evidencia que el hueso cortical estd muy delgado (cabeza de flecha negra) con aumento de la
proporcion de hueso trabecular, sin embargo, las trabéculas estan delgadas con multiples bordes
flameantes o espinosos (asterisco). C. Costilla — corte longitudinal del tercio ventral. Note en las
areas sin médula osea, que el tejido trabecular posee un aspecto flameante o espinoso y de color
traslucido (asteriscos). D. Himero — corte transversal en la diafisis. Se observa severo
adelgazamiento del hueso cortical y aumento de la luz de la cavidad medular.
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Microscopicamente en multiples costillas (5%, 7%, 9% a 13% en el tercio ventral, aunque también
en el tercio medio y tercio proximal) difusamente el tejido dseo trabecular y cortical tenia severo
adelgazamiento (osteopenia). En todas las vacas, multifocalmente, algunas trabéculas estaban
recubiertas por excesiva o inapropiada matriz osteoide no mineralizada y de color rosado claro con
la coloraciéon HE o verde con la coloracién Tricrémico de Masson-Goldner (osteomalacia) (Figura
4a-b). Esta matriz, que ocasionaba bordes festoneados o de aspecto flameante o espinoso en las
trabéculas, estaba rodeada de multiples osteoblastos y/u osteocitos de superficie también conocidos
como ‘cé€lulas 6seas de recubrimiento’. Algunas trabéculas severamente afectadas tenian ‘lagunas de
Howship’ (Figura 4c). En el hueso cortical, multifocalmente, los canales ostednicos estaban dilatados
y cubiertos en de matriz osteoide no mineralizada; ademas, en algunas areas severamente afectadas
estos canales formaban extensas ‘cavidades’ de aspecto poroso y cubiertos o no por matriz osteoide
no mineralizada, evidenciando una excesiva o inapropiada reabsorcion osteocléstica (osteoporosis)
(Figura 4d). En estas ‘cavidades o tineles’ generalmente habia abundantes osteoclastos con tejido
fibrovascular, material proteindceo finamente granular eosinofilico y homogéneo, y en menor
frecuencia osteoblastos y osteocitos de superficie (Figura 4e). En todos los animales el hueso cortical
de al menos una costilla estaba fracturado con formacion de callos fibrosos con ocasionales
microfracturas trabeculares. Difusamente el periostio estaba hipertrofiado. La placa de crecimiento
del humero de todas las vacas evaluadas tenia islas de condrocitos hipertréficos y necroticos rodeados
de matriz cartilaginosa eosinofilica con fibrina y hemorragias indicando dafio traumatico.

En 2 de 3 vacas, multifocalmente habia leve hiperplasia de las células C de la tiroides la cual
se caracterizaba por un incremento del numero de células en las cuales habia estructuras globulares
doradas en su citoplasma (Figura 5). La paratiroides estaba severamente atrofiada con aumento del
estroma fibrovascular, escasos numero de células oxifilas y adicionalmente las células principales
tenian escaso citoplasma y/o baja relacion citoplasma-nucleo comparado con células normales
(Figura 6). En una vaca en el higado habia hepatitis histio-eosinofilica periportal moderada con
fibrosis moderada e hiperplasia biliar que se corresponde con secuelas de fasciolosis, sin embargo,
no habia Fasciola hepatica en el parénquima.
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Figura 4. Costillas de vacas con carencia cronica de fosforo. A. Las trabéculas evidencian severa
disminucion de espesor del tejido 6seo mineralizado, con incremento de tejido osteoide no
mineralizado (rosado claro) rodeado por osteoblasto (flecha negra) y osteocitos de revestimiento
(cabeza de flecha negra). HE. Barra=50 1 m. B. Note la misma lesion detallada en A, demostrando
la pobre o ausencia de mineralizacion del tejido osteoide (verde) con el Tricromico de Masson-
Goldner (TGM) en tejido descalcificado. Barra= 100 u m. C. La trabécula evidencia una laguna
de Howship con actividad osteoclastica. Note el tejido osteoide no mineralizado de color rosado
claro. HE. Barra = 50 x m. D. El hueso cortical esta delgado y de aspecto poroso debido a que
multiples canales ostednicos estdn exageradamente dilatados. TGM. Barra = 50 u m. E. En una
Laguna de Howship del hueso cortical se evidencia todo el proceso de remodelacion Osea,
incluyendo actividad osteoclastica (flecha amarilla), osteoblastica (cabeza de flecha amarilla) y de
los osteocitos de recubrimiento (cabeza de flecha negra). HE. Barra =50 u m.
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Figura S. Tiroides de vacas con carencia
crénica de fosforo. Hay leve hiperplasia
multifocal de las células C. En el recuadro de
la esquina inferior derecha se observan a
mayor aumento multiples células C que
tienen en su citoplasma estructuras
globulares de color dorada (flecha negra),
mejor visualizadas con bajo brillo y alto
contraste. HE. Barra =50 p m.
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Figura 6. Paratiroides de vacas con carencia cronica de fésforo. A. La glandula evidencia un
aumento del estroma o tejido fibrovascular en comparacion con una glandula normal (C). HE. Barra

g :‘ ‘i g

sl -

=100 ux m. B. Las células principales evidencian escaso citoplasma o disminucién de la relacion
citoplasma-nucleo en comparacion con células principales de una glandula normal (D). HE. Barra
= 50 pm. C- D. Glandula paratiroides normal perteneciente a un animal que murid

espontaneamente de tristeza parasitaria. HE. Barra =100 (C) y 50 u m (D).
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7.5 DISCUSION

Después de 103 anos de haberse realizado los primeros reportes y estudios cientificos de
osteomalacia en Uruguay, la enfermedad sigue ocurriendo y afectando a las vacas de los sistemas de
produccion extensivos en campos naturales (Rubino, 1928). La enfermedad produce pérdidas directas
debido a la muerte de animales; sin embargo, las mayores pérdidas son subclinicas y estan asociadas
a la baja ganancia o pérdida de peso como vimos en las vacas con signos clinicos que pesaron 89 kg
menos que las vacas sin signos clinicos. La baja fertilidad de los rodeos es otra consecuencia
subclinica de esta enfermedad (Coates et al., 2019), que no fue evaluada en este trabajo.

Numerosos articulos cientificos (Mufarrege 1999; Uriarte et al., 2000; Malafaia et al., 2004;
Coates et al., 2019; Dixon et al., 2020a) demuestran los efectos benéficos de la suplementacion
mineral con P. En Uruguay los brotes siguen ocurriendo debido tanto a la falta de uso de sales
minerales como vimos en los brotes 3 y 4, asi como a un inapropiado uso de sales minerales como
vimos en los brotes 1 y 2. En este estudio las razones por las que el manejo de la suplementacion
mineral no fue eficaz para controlar o prevenir la osteomalacia incluyeron: (i) proporcionar pequenias
cantidades de P en suplementos inyectables subcutaneos; (ii) proporcionar cantidades insuficientes
y/o cantidades adecuadas de suplementos minerales pero por periodos cortos; y (iii) proporcionar
suplementos con bajas concentraciones de P (40-50 g P/kg) a animales con altas demandas de P y
consumiendo dietas severamente deficientes en P. En general, en todos los brotes las vacas consumian
dietas con el 20-55% de los requerimientos diarios de P (~21 g P/dia) (NRC, 2016; Dixon et al.,
2020a). En funcion de la concentracion de P del forraje (considerando el peso de las vacas y un
consumo de 25-30 g/MS por kg de peso vivo), el forraje aporté de 4-9 g P/dia, mientras que el P
suministrado subcutaneamente o ingerido per-os fue de 0,2-3,8 g P/dia. Es importante resaltar que
dichas estimaciones consideran un consumo diario de MS 6ptimo, sin embargo, uno de los efectos
mas importantes de la carencia de P es la reduccion del consumo voluntario, con lo cual el efecto es
atn mas negativo (Dixon et al., 2011; Dixon et al. 2020b). En un censo agropecuario nacional, se
informd que el ~27% de los productores ganaderos usaban suplementos minerales (MGAP, 2003) y
segun la informacion del mercado de ese momento (Uriarte et al., 2000), las cantidades de sales
vendidas (~6000 toneladas) habrian proporcionado ~30% de la cantidad necesaria para cubrir los
requerimientos de todas las vacas si estos establecimientos hubiesen tenido una deficiencia mineral.
Por lo tanto, el uso de sales minerales en Uruguay ha sido insuficiente.

Al igual que otros estudios previos en Uruguay (Rubino, 1928; 1934; Dutra 2009a), en el
presente trabajo todos los brotes ocurrieron durante el verano (enero-marzo). La mayor incidencia de
la enfermedad en verano o periodos secos probablemente sea debido a que los pastos de los campos
naturales contienen alta proporcion de forraje senescente (rango: 387 — 529 g/kg MS) los cuales tienen
~50% menos P que la fraccion verde (Tabla 2), asociado a la baja disponibilidad de forraje con menor
concentracion de P. Ademas, en Uruguay, el verano es una época en que las vacas de carne alin estan
en lactacion y tienen altos requerimientos de P. Internacionalmente una mayor frecuencia de brotes
de osteomalacia se ha relacionado con afos de sequia (Tuff, 1923; Judkins et al., 1985; Constable et
al., 2017; Dixon et al., 2020a). Esta situacion se presentd en el brote 2 (con lluvias de 171 mm vs.
312 mm de promedio de los ultimos 30 afios) pero no en los brotes 1, 3 y 4 (369 mm y 346 vs 312
mm de los ultimos 30 afios) lo que sugiere que la osteomalacia también puede ocurrir en afios con
precipitaciones normales. Sin embargo, en el brote 2, que ocurrié durante una sequia, se registré la
menor concentracion de Piy la mayor relacion Ca/P (P = 0,029) en comparacion con el resto de los
brotes que ocurrieron en afios con lluvias normales. La osteomalacia puede ser el resultado de una
menor disponibilidad de pasto ya que en estas condiciones se afecta severamente el tamafio de bocado
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y por ende posiblemente la ingesta de P (Gongalves et al., 2009; Dixon et al., 2020a). En los brotes 1
y 2 hubo adecuada disponibilidad de forraje, pero en los brotes 3 y 4, la disponibilidad por ha estuvo
debajo de los valores esperados (Tabla 2); sin embargo, debido a la baja carga animal (0,5 y 0,71
unidad ganadera/ha respectivamente) es posible que la disponibilidad real de pasto no haya sido
limitante.

En todos los brotes de un total de 33 vacas primiparas evaluadas el 84,8 % (28/33) tenian
signos y pesaban entre 226 y 295 kg. Este bajo peso probablemente estuvo asociado con un bajo
consumo voluntario de pasto y/o a la dificultad de estos animales para caminar y pastar de manera
efectiva (Judkins et al., 1985; Dixon et al., 2020a). Adicionalmente, cuando los animales jovenes
reciben dietas deficientes de P durante largos periodos de tiempo, es posible tengan un crecimiento
deficiente, tal situacion también pudo haber contribuido al bajo peso de estas vacas primiparas.

En cuanto a las lesiones, una vaca tenia lesiones de Fasciola hepatica en higado al igual que
en otro brote de osteomalacia descripto por Dutra (2011b). En humanos se ha relacionado la
osteomalacia con enfermedades que producen lesiones hepatobiliares debido a la incapacidad
hepética para activar vitamina D3 y por ende absorber P y Ca (Francis & Selby, 1997). En los bovinos,
lesiones cronicas en el higado como las producidas por F. hepatica o por la intoxicacion con Senecio
spp., posiblemente contribuyan al desarrollo de osteomalacia, cuando las vacas también ingieren
pastizales deficientes en P. En el presente estudio, en 2 de 3 vacas, ademas de la osteomalacia habia
osteoporosis, ambos hallazgos también han sido descriptos juntos en medicina humana (Burtis &
Bruns, 2015). Ademas, observamos en las mismas vacas, atrofia de paratiroides y leve hiperplasia de
las células C de la tiroides. A pesar de que no medimos la concentracion de parathormona (PTH) y
calcitonina (CT), en otros estudios previos tanto en bovinos como en humanos con osteomalacia
(asociada a hipofosfatemia) habia bajas concentraciones de PTH (Francis & Selby, 1997; Anderson
et al., 2017; Constable et al., 2017; Dixon et al., 2020b). Estudios inmunohistoquimicos y
ultraestructurales son necesarios para soportar mejor estos hallazgos patoldgicos en ambas glandulas
enddcrinas. La inapropiada o exacerbada actividad osteocléstica en ausencia de niveles adecuados de
PTH o atrofia de la glandula paratiroides, se explicaria debido a incrementos endogenos de 1,25 (OH),
Vit D3 (Francis & Selby, 1997; Craig et al., 2016; Nakamichi et al., 2018; Dixon et al., 2020b)

La medicion de las concentraciones de P en suelos, pastos y sangre de los animales en todos
los brotes proporcion6 una fuerte evidencia de que las vacas tenian una severa deficiencia de Py que
esta era la causa principal de la osteomalacia. Las concentraciones en el suelo de ~4 mg Pp/kg y en
el forraje de ~1 g P/kg fueron indicativas de deficiencia de P (Dixon et al., 2020a). Existe un acuerdo
generalizado de que el Pi sanguineo para un grupo de animales sigue siendo uno de los mejores
marcadores de la deficiencia de P. Estudios en Australia y Sudafrica han concluido que el ganado de
carne en crecimiento y lactante con concentraciones de Pi de < 1 mmol/L y que consumen dietas de
calidad al menos moderada tienen una deficiencia grave de P (Read et al., 1986¢; Dixon et al., 2020a)
Por lo tanto, las bajas concentraciones de Pi en todos los brotes proporcionaron evidencia de que las
vacas estaban con severa deficiencia de P. La prueba de la aguja descripta por Tokarnia et al., (2010)
ha demostrado ser un simple y util test de campo para evaluar enfermedades carenciales que cursan
con osteopenia como la deficiencia de P. En todos los brotes en el grupo de las vacas con signos
clinicos se identificaron animales ‘con severa osteopenia’. Estos animales tuvieron menores
concentraciones de Pi (P =0,001) y mayor relacién Ca/P (P = 0,028) evidenciando la mayor severidad
de la enfermedad, por lo que también esta prueba podria ser util para realizar manejos diferenciados
(ej., prolongar el tiempo de tratamiento para este grupo de animales). En las 3 vacas a las que se les
realiz6 la necropsia, los resultados fueron consistentes con bajos contenidos de ceniza (~450 mg/mL),
P (~80 mg/mL) y Ca (~189 mg/mL) en las costillas. Un resultado similar fue reportado en vacas
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consumiendo dietas deficientes en P que, ademas, tenian > 30 % de tejido osteoide no mineralizado
en el tejido 6seo (Olson & Carlson, 2017; Dixon et al.,2020b). En nuestro estudio, las mediciones de
P en el suelo, forraje, y hueso complementaron y apoyaron un diagnostico final de deficiencia de P.
Sin embargo, para el diagndstico rutinario de osteomalacia causada por la deficiencia de P, los signos
clinicos, la presencia de osteopenia determinada por la prueba de la aguja y la concentracion sérica
de Pi son herramientas excelentes para confirmar el diagndstico. Ademads, para poder tomar
decisiones respecto al tratamiento y control de la deficiencia de P, es necesario estimar la cantidad de
P oftrecido por el pasto, con el objetivo de proporcionar efectivamente las cantidades de P adicionales
necesarias para cumplir con los requerimientos diarios de P de las vacas.

Dada la ocurrencia de brotes de osteomalacia en areas que tienen pastizales deficientes en P,
y mayor prevalencia de enfermedad subclinica que clinica, se recomienda aumentar el uso de las
técnicas de diagnosticos de rutina antes mencionadas para la deficiencia de P. Es necesario, también
mejorar la aplicacion de suplementos minerales en regiones donde se sabe, o se sospecha, que hay
deficiencia P en los pastizales que van a ser pastoreados por ganado vacuno.

7.6. CONCLUSION

En nuestra region la osteomalacia es una enfermedad que generalmente ocurre en verano,
afectado principalmente a vacas de primera cria en lactacion debido a una carencia cronica de P
asociado al bajo nivel del P en los suelos y los pastizales nativos. En el Pais la enfermedad sigue
ocurriendo debido a la falta o incorrecto uso de las sales minerales. La observacion de signos clinicos,
la osteopenia determinada por la prueba de la aguja y la concentracion de Pi en la sangre, en conjunto,
son excelentes indicadores rutinarios para el diagndstico de la enfermedad.
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7.9. MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL CAPITULO 1

Tabla Suplementaria 1. Composicion quimica de los suplementos minerales usados en ambos brotes

Sal Mineral Unidad
Suplemento A, inyectable* (Phosphorplus), Brote 1
Vitamina D, 500000 UI
Glicerofosfato de Sodio 85¢g
Fosfato monobasico de Sodio 115¢
Hipofosfito de Sodio 163 ¢g
Suplemento B, inyectable* (Genfos OI), Brote 1y 2
Glicerofosfato de Sodio l4¢g
Fosfato monobasico dihidratado 20,1 g
Cloruro de Cobre dihidratado 04¢g
Cloruro de Potasio dihidratado 0,6 g
Cloruro de Magnesio hexahidratado 25¢g
Selenato de Sodio 02¢g
Suplemento C, bloque (Naturblok), Brote 1
Cloruro de Sodio 40 —-60 %
Calcio (carbonato) 11-14%
Fosforo (fosfato dicalcico 30%) 4-54%
Magnesio (6xido) 2-1%
Zinc (6xido) 3000 mg/kg
Manganeso (sulfato) 2500 mg/kg
Yodo (yodato calcico) 50 mg/kg
Hierro (6xido) 20 mg/kg
Cobalto (acetato) 10 mg/kg
Selenio (selenito de sodio) 5 mg/kg
Vitamina A 250000 Ul/kg
Vitamina D3 100000 Ul/kg
Vitamina E 200 mg/kg
Humedad 5%
Suplemento D, polvo (Foser 40), Brote 2
Sodio 15,6 %
Calcio 9-10,1%
Fésforo 3.6-4,4%
Magnesio 0,5%
Azufre 1,3%
Hierro 1000 mg/kg
Zinc 2000 mg/kg
Manganeso 500 mg/kg
Yodo 50 mg/kg
Selenio 5 mg/kg
Cobalto 50 mg/kg
Fluor 400 mg/kg
Humedad 5%

Referencias: * la concentracion de estos suplementos ya sea en gramos
(g) o unidades internacionales (IU) son en base a 100 ml de excipiente.
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ventral third of ribs diaphysis of humerus

Ash: 422 mg/ml
P: 72 mg/ml
Ca: 176 mg/ml

Ash: 613 mg/ml
P: 136 mg/ml
Ca: 263 mg/ml

Ash: 952 mg/mi
P: 156 mg/ml
Ca: 345 mg/ml

Figura suplementaria 1. Controles usados para comparar los hallazgos patologicos y
determinaciones de minerales en hueso de las vacas con osteomalacia (percentil inferior). Un
animal que muri6 espontaneamente de babesiosis nerviosa y sin alteraciones en 6seas fue usado
como control normal (percentil medio), y una vaca con calcinosis enzodtica que tenia osteopetrosis
en las costillas fue usada como control del percentil superior.
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8. CAPITULO 3. RESPUESTAS DE VACAS CON OSTEOMALACIA A LA
SUPLEMENTACION CON FOSFORO OFRECIDO EN MEZCLAS MINERALES SUELTAS
O MEZCLAS MINERALES COMPRIMIDAS EN BLOQUES

8.1. RESUMEN

Brotes de osteomalacia frecuentemente ocurren en bovinos que consumen forrajes de
campos naturales en regiones con deficiencias de fosforo (P) en el suelo. Este estudio evalud las
respuestas de vacas con osteomalacia a la suplementacion mineral con P administrado en mezclas
minerales sueltas (MMS) o mezclas minerales comprimidas en bloques (MMB) durante 13 semanas.
Se clasificaron dos grupos de 10 vacas con signos clinicos de osteomalacia (la mitad de cada grupo
fue clasificada como ‘con’y la otra mitad clasificada ‘sin’ severa osteopenia de acuerdo con la prueba
con aguja de las apofisis transversas de las vértebras lumbares). A un grupo se les ofrecié ad libitum
MMS y al otro grupo se le ofreci6 MMB, ambas mezclas minerales tenian 100 g P/kg. Se midieron
los pesos vivos, el consumo de sales y las concentraciones de P en suelo, forraje, suero sanguineo y
hueso cortical de las costillas de los animales. Las medias de P en suelo (3,5 mg/kg), P total en forraje
(0,95 g/kg de MS), P inorganico en suero (Pi, 0,96 mmol/L) y P en hueso (85 mg/mL) al comienzo
del experimento fueron todas bajas y consistentes con una deficiencia cronica de P. Las vacas
consumieron (P = 0,022) mas P en las MMS que en las MMB (medias 8,3 y 6,6 g P/dia,
respectivamente). La suplementacion con P permiti6 la recuperacion clinica en 18 de 20 vacas. En
las 2 vacas restantes el Uinico signo remanente fue una leve alteracion de la marcha. La concentracion
de Pi aumento linealmente con la suplementacion mineral y después de 13 semanas el Pi fue mayor
(P < 0,001) en las vacas clasificadas ‘sin’ severa osteopenia que en vacas clasificadas ‘con’ severa
osteopenia (1,67 y 0,91 mmol/L, respectivamente). Ademas, las vacas suplementadas con MMS
tuvieron mayor concentracion de P (P = 0,042) en el hueso cortical de las costillas que las vacas
suplementadas con MMB (126 y 101 mg/mL, respectivamente). En conclusion, el tratamiento con P
suplementario durante 13 semanas a vacas con osteomalacia, consumiendo forrajes de campos
naturales deficientes en P, fue mas efectivo con MMS que con MMB.

Palabras claves: bovinos, deficiencia de fésforo, osteomalacia, suplementacion mineral, Uruguay
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8.2. INTRODUCCION

La deficiencia crénica de fosforo (P) en los bovinos de carne ocurre principalmente en
animales que consumen forrajes con bajo contenido de P que crecen en suelos que también tienen
bajas concentraciones en P; consecuentemente los animales tienen baja concentracion de P en la
sangre y huesos. Frecuentemente los animales afectados evidencian signos de alotrofagia (pica)
aunque es también es frecuente observar el consumo de huesos (osteofagia), claudicacion,
deformaciones y/o multiples fracturas 6seas (Rose, 1954; Tokarnia et al., 2010; Constable et al.,
2017). Los animales severamente afectados evidencian una pérdida de masa dsea (osteopenia) y
osteomalacia (mineralizacién defectuosa) (Craig et al., 2016). Las principales pérdidas productivas
generadas por la deficiencia de P son subclinicas, debido a un pobre desarrollo o crecimiento, baja
ganancia o pérdida de peso y/o baja fertilidad de los animales, asociado a una menor ingesta de forraje
(Kerridge et al., 1990). La enfermedad se conoce en Uruguay como ‘mal de las paletas’ y se asocia
tipicamente con concentraciones bajas de P tanto en el suelo (2,5-5 mg P/kg extraible con
bicarbonato) como en el forraje (0,9—1,8 g P/kg de materia seca -MS-) (Rubino, 1928; 1934; Schild
et al., 2021a). En paises con deficiencia endémica de P, la enfermedad es mas frecuente en vacas en
lactacion y durante periodos de sequia (Rose, 1954; Judkins et al. 1985; Dixon et al., 2020a). Esto
también ocurre en Uruguay (Rubino, 1928; Schild et al., 2021a).

Los efectos benéficos de la suplementacion con P sobre el peso vivo, la tasa de destete, el peso
al destete de los terneros y el desempeno reproductivo de las vacas de cria estdn bien establecidos
(Read et al., 1986a; Winks, 1990; Malafaia et al., 2004; Mufarrege, 1999; Coates et al., 2019), por lo
que la deficiencia de P solo ocurre en ausencia de una suplementacion efectiva de P (Peixoto et al.,
2005; Dixon et al., 2011, Schild et al., 2021a). La suplementaciéon de P con mezclas de minerales
sueltas (MMS) o mezclas de minerales comprimidas en bloque (MMB) puede ser eficaz, pero a
menudo es dificil lograr que los animales en pastoreo ingieran las cantidades deseadas, especialmente
durante la temporada de lluvias (Bowman & Sowell, 1997). Ademas, suele haber una gran
variabilidad en el consumo de MMS y MMB tanto entre animales, rodeos y/o potreros; incluso
siempre debe considerarse que hay una proporcion del rodeo (ej., 5-20 %) que no consume o consume
menos sales minerales que el resto de los animales (Winks, 1990; Karn, 2001; Dixon et al., 2003). A
pesar de que en Uruguay existe disponibilidad de suplementos o sales minerales comerciales con
apropiada concentracion de P, existe una falta de informacion para respaldar las decisiones de los
productores en cuanto al manejo de la suplementacion con P necesaria para controlar los brotes de
osteomalacia.

El objetivo de este capitulo fue evaluar la eficiencia del tratamiento con P ofrecido en MMS
o MMB a vacas que presentaban signos clinicos de osteomalacia.

8.3. MATERIALES Y METODOS

Diserio del experimento y suplementos minerales usados.

El protocolo del experimento fue aprobado por la Comisién de Etica de Uso de Animales de
Experimentacion del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias de Uruguay (Numero de
aprobacion 2019.3, Fecha de aprobacion, 15 de febrero de 2019). Durante un brote de osteomalacia
descripto por Schild et al. (2021a) como brote 1, se seleccionaron 20 vacas de cria con signos clinicos
de la enfermedad. Los terneros de estas vacas fueron destetados poco antes de que comenzara el
experimento. Diez de estas vacas, fueron clasificadas mediante la prueba con aguja (descrita a mas
abajo) como ‘con severa osteopenia’ y las otras 10 vacas, como ‘sin severa osteopenia’.
Aleatoriamente, 5 vacas de cada una de estas categorias (con y sin severa osteopenia) fueron
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asignadas para formar dos nuevos grupos (cada uno con n = 10). Ambos grupos pastaron en dos
potreros de 16 hectareas con campos naturales dominados por gramineas perennes C4 que fueron
construidos dentro del potrero original donde habia ocurrido el brote de osteomalacia. Durante 94
dias (13 semanas) se les ofrecié a ambos grupos un suplemento mineral (19/20-Cobalfosal, Barraca
Deambrosi S.A.) que contenia 100 g P/kg. Un grupo recibi6 el P en una MMS y el otro grupo en una
MMB. Ambos suplementos se ofrecieron ad libitum, la MMS en dos comederos (cada uno de 120 cm
de didmetro) y MMB en dos bloques de 18 kg. En ambos grupos de animales los suplementos
minerales se reponian semanal e inmediatamente después de la lluvia para evitar el endurecimiento
de las sales minerales.

Los ingredientes de ambos suplementos (MMS y MMB) fueron (g/kg secado al aire): fosfato
dicélcico 555; cloruro de sodio 430; carbonato de calcio 7,1; 6xido de magnesio 5; sulfato de cobre
0,8; 6xido de zinc 0,5; sulfato de cobalto 0,15; sulfato de manganeso 1,1; yodato de potasio 0,09;
selenito de sodio 0,01; y esencia de manzana 0,25. El fosfato dicalcico era soluble en un 90 % en
acido citrico al 2 % vy, por lo tanto, era una fuente de P de alta calidad. La composicion (g kg/MS)
fue: calcio 140; fosforo 100; sodio 15,9; magnesio 3,1; potasio 0,02; cobre 0,2; cinc 0,4; cobalto 0,03;
manganeso 0,35; selenio 0,004; yodo 0,05; azufre 0,33; y flaor 0,004.

Colecta de muestras.

Al inicio del experimento se obtuvieron muestras de suelo del horizonte A hasta una
profundidad de 150 mm (z = 30) en cada uno de los potreros. A intervalos de 3 semanas durante las
13 semanas, las vacas se pesaron después haber ayunado ~6 horas, se tomaron muestras de sangre y
se realiz6 la prueba de la aguja. En éstos mismos intervalos se midio la disponibilidad de forraje
utilizando el método comparativo de doble muestreo (Haydock & Shaw, 1975) y se obtuvieron
muestras (n = 30) de forraje por el método hand plucking (De Vries, 1995), las que fueron separadas
manualmente en las fracciones material verde y senescente. El consumo de sal se determind como la
diferencia entre el suplemento proporcionado y el remanente. Ademas, en cada uno de estos intervalos
de 3 semanas, las vacas con sus respectivos tratamientos se intercambiaron de potrero para reducir
los efectos de cualquier diferencia entre ambos potreros. Las muestras de sangre se colectaron por
punciéon de la vena yugular, se transfirieron a tubos de 5 ml con acelerador de coagulacion, se
centrifugaron (2450 x g, a 4 °C durante 10 minutos) y se almacenaron a -20 °C durante 5-7 dias hasta
ser analizados en el laboratorio. La mineralizacion de la apofisis transversa izquierda de las vértebras
lumbares (L4-L5) se evalué mediante la prueba de la aguja descrita por Tokarnia et al., (2010). Las
vacas se clasificaron como ‘con severa osteopenia’ si la apofisis podia ser penetrada facilmente por
una aguja hipodérmica 18G con una fuerza similar a la requerida para la introduccién de una aguja
en una inyeccion intramuscular, o se clasificaron como ‘sin severa osteopenia’ si la aguja no penetraba
el hueso. Al principio y al final del experimento se realizaron biopsias de hueso en las 12** costillas
izquierda y derecha, respectivamente, solo en las 5 vacas ‘con severa osteopenia’ de cada uno de los
tratamientos (MMS y MMB), es decir n = 10. La técnica quirurgica utilizada fue adaptada a la descrita
por Malafaia et al. (2017) con la diferencia que el area quirurgica fue delimitada al tercio ventral de
la costilla y se utilizo una trefina de 17 mm de didmetro con una mecha guia central de 9 mm para
obtener una muestra circular completa o ‘full core’ de la costilla que incluia tejido dseo cortical
externo, trabecular y cortical interno.
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Analisis de laboratorio

Las concentraciones de P extraible con bicarbonato (Pg) en el suelo y la concentracion de P
en el forraje se determinaron colorimétricamente por el método de molibdato de amonio descrito por
McKean (1993). Las concentraciones de P inorganico (Pi) y calcio (Ca) en suero se determinaron
colorimétricamente por los métodos de fosfomolibdato y o-cresolphthalein complexone,
respectivamente, utilizando un espectrofotometro automatizado (Dimension RxLL Max integrated
chemistry system; Siemens). Las muestras completas de la costilla o ‘full core’ (Figura 1) se
dividieron verticalmente en dos mitades. Una mitad fue nuevamente dividida, pero de forma
horizontal, separando el hueso cortical externo del resto del tejido 6seo. El hueso cortical externo se
peso, se secd (100 °C), se incinerd (700 °C) y la ceniza se disolvid en acido clorhidrico SN (Little,
1972). Las concentraciones de P y Ca se midieron mediante espectroscopia de emision de plasma de
acoplamiento inductivo (ICP, MP4200; Agilent) y se calcularon por unidad de volumen, el que se
midid con el desplazamiento del menisco de agua. La otra mitad vertical de la muestra completa de
la costilla se fij6 en formalina tamponada neutra al 10 % durante 48 horas, y luego se descalcifico
con EDTA al 12 % (pH 7,0) durante 20 a 30 dias, los fragmentos fueron procesados de forma rutinaria
y coloreados para histopatologia con hematoxilina y eosina (HE) y Tricromico de Masson-Goldner.

Analisis estadistico

Se utilizé un modelo lineal mixto de medidas repetidas para evaluar el efecto del tratamiento
con P (MMS y MMB), la clasificacion segun la prueba de la aguja (con o sin severa osteopenia) al
comienzo del experimento y su interaccidon (tratamiento x prueba de aguja) como efectos fijos. En
este modelo los animales fueron considerados como efecto aleatorio. Para las medidas repetidas se
utilizd una estructura de correlacion autorregresiva de orden 1, ajustada a la variable tiempo
(intervalos de 3 semanas en este caso). Las variables de respuesta fueron el peso vivo, la
concentracion de Pi, Ca y relacion Ca/P en suero y la concentracion de P, Ca y ceniza en el hueso
cortical.

Se realizaron pruebas ¢ de Student independientes para comparar las medias de las
concentraciones de Pi, Ca y relacion Ca/P en suero segun la clasificacion de la prueba de aguja para
cada intervalo de medicién (3 semanas), debido a que las vacas iban cambiado su estado de
mineralizacién 6sea con la suplementacion mineral. También se utilizo la prueba de ¢ de Student
independiente para comparar la media de consumo voluntario entre ambos tratamientos de los
suplementos con P (MMS y MMB). Se utilizaron andlisis de regresion lineal para comparar las
relaciones entre el consumo voluntario, concentracion de Pi y Ca y la relacion Ca/P en el suero de
cada tratamiento (MMS y MMB) con el tiempo. Los datos se analizaron utilizando el software
estadistico Stata v.14 (Stata Corp).

8.4. RESULTADOS

La deficiencia de P en cada una de las vacas, al inicio del estudio, fue determinada por la
presencia de al menos uno de los siguientes signos de osteomalacia: mala condicidn corporal (20/20,
Figura 1a), alotrofagia (13/20, Figura 2a), alteraciones de la marcha (11/20), dificultad para
levantarse y cifosis (5/20, Figura 2b), y fracturas costales (2/20, Figura 2¢). Sin embargo, después
de las 13 semanas de suplementacion con las mezclas minerales con P, 18 de las 20 vacas no
manifestaban ningtn signo clinico de osteomalacia, mientras que las 2 vacas restantes aun mostraban
una leve alteracion de la marcha.
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Las concentraciones de Py en el suelo fueron de 3,2 y 3,7 mg/kg en cada uno de los potreros
usados. La disponibilidad de forraje siempre fue >1300 kg MS/hectarea y la proporcion de forraje
verde fue disminuyendo de 575 a 450 g/kg MS desde el inicio al final del experimento (Tabla 1). La
concentracion de P en el forraje verde (media =+ error estandar) fue de 1,08 = 0,05 g P/kg MS siendo
menor en la fraccion de forraje senescente (0,64 + 0,03 g P/kg MS).

Figura 1. Respuesta clinica a |la
suplementacion con fésforo en vacas con
severa deficiencia cronica de fosforo. A. Vaca
en el dia 1 del experimento. La vaca tiene
pobre condiciébn corporal 'y posicion
antidlgica. B. La misma vaca después de la
suplementacién con P. Note la recuperacion
de la condicidon corporal y marcha normal.
Obsérvese la herida quirturgica en la 12*
costilla derecha, sin complicaciones. En el
recuadro inferior izquierdo se evidencia la
muestra de hueso obtenida durante las biopsias
de costilla.

Durante las 13 semanas de suplementacion el consumo voluntario de MMS (83 + 5 g de sal
secado al aire/vaca/diay 8,3 g P/vaca/dia) fue mayor (P = 0,022) que la MMB (66 + 5 g de sal secado
al aire/vaca/dia 'y 6,6 g P/vaca/dia). Ademas, hubo diferencias en el patron de consumo entre ambos
suplementos (Figura 3). Durante el experimento las vacas consumieron en total 780 g P con la MMS
y 620 g P con la MMB. El peso vivo de las vacas aument6 en promedio entre ambos tratamientos, 29
kg (0,3 kg/dia) durante las 13 semanas (Figura 1b), pero no hubo diferencias (P> 0,10) en la ganancia
de peso asociado con el tipo de mezcla mineral o por la clasificacion inicial de la prueba de la aguja.

Al inicio del experimento, en promedio, todas las vacas tenian 0,96 + 0,07 mmol Pi/L y
durante la suplementacion aumentaron linealmente (P < 0,001) hasta 1,83 = 0,10 mmol Pi/L. En
cuanto a la clasificacion de la prueba de la aguja en cada intervalo de medicion (3 semanas), las vacas
clasificadas ‘sin’ severa osteopenia (n = 74) tuvieron mayores (P < 0,001) concentraciones de Pi
(media: 1,67 mmol/L, intervalo de confianza del 95% -IC- 1,54-1,80) que las vacas ‘con’ severa
osteopenia (n = 26) (media: 0,91 mmol/L; IC del 95 %: 0,79—-1,03) (Figura 4a). Sin embargo, no
hubo diferencias (P > 0,10) en la concentracion de Pi segun la clasificacion inicial de la prueba de la
aguja (Tabla 2). En las vacas suplementadas con MMS la concentracion promedio de Pi fue 1,57
mmol/L (IC del 95 %: 1,33—1,82) mientras que para las vacas suplementadas con MMB fue 1,37
mmol/L (IC del 95 %: 1,12-1,61), pero no fueron diferentes (P = 0,272) (Figura 5a)

Las concentraciones séricas de Ca en todas las vacas en el inicio del experimento promediaron
2,38 + 0,03 mmol/L y después de 13 semanas de suplementacion mineral habian disminuido (P <
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0,001) a un promedio de 2,17 = 0,03 mmol/L. No se observaron diferencias (P > 0.10) en la
concentracion de Ca segun la clasificacion de la prueba con aguja tanto inicial como en cada intervalo
de medicion (Tabla 2 y Figura 4b) o segun el tipo de mezcla mineral (Figura 5b). En todas las vacas
la relacion Ca/P al inicio del experimento promedi6 2,77 + 0,15 y durante el periodo de
suplementacion mineral disminuy6 linealmente (P < 0,001) a un promedio general de 1,59 + 0,16 al
final del experimento. En cada medicion de la prueba con aguja (cada 3 semanas) las vacas ‘con’
severa osteopenia tenian una relacion Ca/P mas alta (P < 0,001) (media: 2,86; IC del 95%: 2,45-3,28)
que las vacas ‘sin’ severa osteopenia (media: 1,54; IC del 95%: 1,39-1,68) (Figura 4c). En la relacion
Ca/P no hubo efecto (P > 0.10) del tipo de mezcla mineral (Figura 5c¢) ni de la clasificacion inicial
de la prueba con aguja (Tabla 2).

Figura 2. Vacas con signos severos de deficiencia cronica de P al inicio del experimento. A. La
vaca esta lamiendo las piedras del suelo (pica). B. La vaca tiene dificultad para ponerse de pie y se
nota la mala condicion corporal. C. La misma vaca que en B, 2-3 minutos después de estar
arrodillada. Note las multiples fracturas de costillas (punta de flecha blanca). D. Hueso cortical de
la costilla de una vaca clasificada al comienzo del experimento ‘con severa osteopenia’ segun una
prueba con aguja. Notese que en varios canales ostednicos (OC) estan cubiertos por tejido osteoide
no mineralizado (verde) y con la luz expandida (punta de flecha negra). Tricrémico de Masson-
Goldner. (Barra = 100 pum).
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Tabla 1. Mediciones realizadas en el forraje del campo natural (dominado por gramineas perennes
C4) muestreados de los dos potreros durante el experimento realizado entre el 26 de febrero al 31 de
mayo de 2019.

Intervalo de muestreo (semanas)

Variable Unidad 0 3 ; 9 B Media + E.E.
Potrero 1
Disponibilidad de forraje (kg MS/ha) 1325 1525 1475 1500 1375 1440+38,1
Fraccion verde del forraje (g/kg) 560 400 350 450 440 440+348
Fraccion senescente del forraje (g/kg) 440 600 650 550 560  560+34,8
Concentracion de P (g/’kg MS)
Fraccion verde 1,20 1,20 1,10 1,28 1,28 1,21+0,03
Fraccion senescente 0,87 0,70 0,64 0,52 0,57 0,66=+0,06
Muestra entera 1,06 090 0,80 0,86 0,98 0,92+0,04
Potrero 2
Disponibilidad de forraje (kg MS/ha) 1550 1250 1275 1450 1500 1405+60.4
Fraccion verde del forraje (g/kg) 590 390 400 450 460 458 £35,7
Fraccion senescente del forraje (g/kg) 410 610 600 550 540 542 +35,7
Concentracion de P (g/’kg MS)
Fraccion verde 1,00 1,02 094 099 0,78 0,94+0,04
Fraccion senescente 0,62 0,69 0,62 0,58 0,59 0,62+0,02
Muestra entera 0,84 0,81 0,75 0,78 0,68 0,77+0,03

P, fosforo; MS materia seca; E.E., error estandar.

El hueso cortical de las costillas de las 10 vacas clasificadas ‘con’ severa osteopenia (5 con
MMS y 5 con MMB) al inicio del experimento tenian en promedio 531 + 21,5 mg de ceniza/mL, 85
+ 3,8 mg P/mLy 202 + 9,3 mg Ca/mL. Después de 13 semanas de suplementacion mineral las mismas
vacas habian incrementado (P < 0,001) las concentraciones de ceniza (640 + 21,5), P (114 £ 3,8) y
Ca (253 = 9,3) en hueso. Adicionalmente, al final del periodo de suplementacion las vacas
suplementadas con MMS tuvieron concentraciones mas altas de ceniza (P = 0,148), P (P =0,042) y
Ca (P=0,051) en el hueso cortical de la costilla que las vacas suplementadas con MMB (Figura 6).

Respecto a los estudios histopatoldgicos de las 10 vacas clasificadas como ‘con’ severa
osteopenia, en el inicio del experimento, todas (10/10) tenian lesiones de osteomalacia que consistian
en un adelgazamiento severo del tejido dseo cortical y trabecular y presencia de tejido osteoide no
mineralizado que cubria las superficies trabeculares y los canales osteonicos (Figura 2d). Después
de la suplementacion mineral, solo dos vacas aiin mostraban lesiones de osteomalacia, mientras que
el resto se habian recuperado de las severas lesiones observadas al comienzo del experimento.
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st A Figura 5. Concentraciones medias de fosforo
inorganico (P, Fig. 5a) y calcio (Ca, Fig. 5b) en
suero y relacion Ca/P (Fig. 5c) en las 20 vacas
con signos de osteomalacia que fueron
alimentadas con mezclas minerales sueltas
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Tabla 2. Medias de las concentraciones de fosforo inorganico (Pi) y calcio (Ca), y la relacion Ca/P
en suero de vacas clasificadas seglin la prueba de la aguja ‘con’ o ‘sin’ severa osteopenia al comienzo
del experimento

Vacas inicialmente con Vacas inicialmente sin
severa osteopenia severa osteopenia E.E. p-value
n Media n Media
Pi (mmol/L) 10 1,37 10 1,57 0,128 0,298
Ca (mmol/L) 10 2,30 10 2,25 0,028 0,207
Ca/P 10 2,11 10 1,66 0,189 0,113

E.E., error estandar de la media; n, nimero de vacas
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8.5. DISCUSION

Las bajas concentraciones de P en suelo (< 4 mg/kg), forraje verde (< 2 g/kg MS), suero (<
1,6 mmol/L) y costilla (< 120 mg/mL), y la alta relacion Ca/P en suero (> 2) al comienzo del
experimento, todos fueron consistentes con una severa deficiencia cronica de P (Little & Shaw, 1979;
Anderson et al., 2017; Dixon et al., 2017; 2020a,b). Ademas, dado que habia suficiente oferta de
forraje disponible para un desempefio productivo de los animales (Da Trindade et al., 2012) y
aproximadamente la mitad de la biomasa de forraje estaba compuesta por la fraccion verde, de buen
valor nutricional estimado, los signos clinicos observados en las vacas no se debian a una desnutricion
general, pero si claramente debido a una deficiencia de P. Una mencion especial merece el destete de
los terneros de dichas vacas ya que ésta practica de manejo redujo 1/; los requerimientos diarios de P
de las vacas pasando de ~21 a ~13 g/dia (CSIRO, 2007; NRC, 2016). Suponiendo que las vacas
seleccionaron una dieta compuesta mayoritariamente por la fraccion verde de pasto y que el consumo
de forraje fue de 20-25 g MS/kg de peso vivo, el pasto deberia haber proporcionado ~9 g P/dia. Esto
seria aproximadamente el 70% de sus requerimientos de P después del destete, y cerca del 40-50%
de sus requerimientos de P mientras las vacas estaban en lactacion antes de que comenzara el
experimento. Con el consumo promedio de P suplementario (8,3 y 6,6 g P/dia para las vacas con
MMS y MMB, respectivamente) durante las 13 semanas, las vacas consumieron 2-4 g P/dia mas que
su requerimiento postdestete.

Nuestros resultados evidenciaron los beneficios de la suplementacion con P, los cuales se
reflejaron en los aumentos en el peso vivo, concentraciones de Pi y las concentraciones de Py Ca en
las costillas, y disminucion en la concentracion de Ca y Ca/Pi en suero. Ademas se verifico la
reduccién de tejido osteoide no mineralizado observado por histologia, que fueron comparables con
los hallazgos de otros estudios (Jubb & Crough, 1988; Quigley & Poppi, 2013; Dixon et al., 2020a,b).

En nuestro experimento, la MMS fue mas efectiva que la MMB para el tratamiento y
recuperacion de vacas con severa osteopenia y osteomalacia. La mayor respuesta obviamente se debi6
simplemente a la mayor ingesta de P de las MMS. Dado que las MMB y las MMS diferian solo en su
forma fisica, el consumo voluntario mas bajo de las MMB probablemente ocurridé por una mayor
dificultad y mayor tiempo requerido por las vacas para ingerir (lamiendo) las MMB en comparacion
con la facilidad de ingerir MMS. Ademas, el mayor tiempo requerido en el punto donde se ingieren
las MMB puede haber llevado a una mayor competencia y a efectos de la dominancia social de
algunos animales en el consumo de MMB (Beilharz & Zeeb, 1982).

Las cantidades totales de P suplementario ingerido durante las 13 semanas del experimento
(780 y 620 g P/vaca para la MMS y MMB, respectivamente) fueron comparables con las cantidades
estimadas de P que queda disponible (560 g P) durante la movilizacion de 30% de las reservas
minerales Oseas segun el peso vivo de las vacas del presente estudio (Dixon et al., 2017). Tal
movilizacion frecuentemente puede ocurrir en vacas que estan consumiendo pasturas deficientes en
P. Esta capacidad fisiologica de las vacas para utilizar las reservas minerales 6seas durante intervalos
de alta demanda de P como al final de la gestacion y la lactancia parece ser un mecanismo importante
para permitir que las vacas sobrevivan y puedan reproducirse, aunque a menudo con menor
frecuencia, en ambientes limitados en P (Dixon et al., 2017). El aumento de P en el hueso cortical de
las costillas de 86 a 126 mg/mL en las vacas con MMS, después de 13 semanas de suplementacion
con P, se compara con la concentracion de P cortical de las costillas vacas con reservas completas de
P en hueso (> 150 mg/mL) (Dixon et al., 2019b, 2020b). Por lo tanto, nuestro estudio demostr6 que
en vacas recién destetadas que comen pasturas deficientes en P, un consumo de alrededor de 8 g de P
suplementario/dia durante 13 semanas fue suficiente y efectivo para permitir que las vacas
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recuperaran una proporcion sustancial de las reservas corporales de P movilizadas durante la
deficiencia de P anterior. Sin embargo, s6lo una vaca suplementada MMS tenia >150 mg de P/mL en
el hueso cortical de la costilla, lo que sugiere que la recuperacion completa de las reservas dseas de P
en la mayoria del rodeo requerird un intervalo de suplementacion mas largo y/o con la ingestion de
mayores cantidades de P suplementario. Cuando la osteomalacia es endémica, es deseable que las
vacas recuperen completamente las reservas 0seas de P para permitirles producir o sobrevivir durante
el proximo intervalo de deficiencia de P.

La menor respuesta a la suplementaciéon con P observada en las 2 vacas con severa
osteomalacia probablemente se asocié con un consumo mas bajo o nulo de sales y P por parte de estos
animales. Adicionalmente, dado que estas vacas tenian severa osteopenia y osteomalacia, el menor
consumo de suplemento mineral también pudo haber estado asociado con la dificultad para caminar
y acceder a los suplementos posiblemente por las avanzadas lesiones en el sistema locomotor (Jubb
& Crough, 1988; Riet-Correa, 2007). Estas bajas ingestas voluntarias de suplementos por parte de
algunos animales pueden abordarse mediante opciones de manejo, como cambiar los ingredientes o
composicion de las sales (ej., bajando la concentracion de NaCl o agregando melaza o afrechillo) para
aumentar la palatabilidad del suplemento mineral, también se puede entrenar a los animales y/o
separar las vacas con bajo o nulo consumo de suplemento mineral y manejarlos como un rodeo
separado (Tokarnia et al, 2000; Dixon et al., 2003). Dada la frecuencia y la importancia econémica
de la deficiencia cronica de P (Holmes, 1990; Schild et al., 2021a), se justifica una mayor
investigacion para identificar cudles son las regiones y los rebafios donde ocurre la deficiencia de P,
asi como para desarrollar mejores practicas de manejo para prevenir adecuadamente la enfermedad.

8.6. CONCLUSION

Las vacas con osteomalacia que consumen forrajes de campos naturales deficientes en P
pueden tratarse de manera efectiva mediante la provision de suplementos fosfatados. El uso de MMS
permite un mayor consumo de P respecto a MMB. En las circunstancias del experimento, el estatus
de P en las reservas Oseas, de las vacas con severa deficiencia de P y recientemente destetadas, se
acercé a los niveles normales de P después de 13 semanas de suplementacion con MMS, pero el
tiempo requerido para el tratamiento y la recuperacion completa dependera de la gravedad de la
deficiencia de P y del consumo de P del suplemento.
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9. CAPITULO 4. DEFICIENCIA DE FOSFORO EN VACAS DE PRIMERA CRiA QUE
PASTAN EN CAMPOS NATURALES DE 32 ESTABLECIMIENTOS GANADEROS DEL
NORTE DE URUGUAY.

9.1. RESUMEN

En Uruguay existe escasa informacion que ayuda a los productores ganaderos a definir
estrategias de suplementacion mineral con fosforo (P) en sistemas de cria basados en campos
naturales. Los objetivos de este trabajo son: (i) evaluar las concentraciones de P en suelo, forraje y
sangre de vacas de primera cria que pastan en campos naturales en los que hubo sospechas de carencia
de P en la region norte de Uruguay y (ii) definir posibles estrategias de suplementacion con P. En 32
establecimientos ganaderos se realizaron muestreos simultaneos en el suelo, forraje de campo natural,
sangre y heces de animales durante la primavera de 2017 y el verano de 2018. En todas las muestras
se determind la concentracion de P. La media general de P en el suelo (2,53 mg Pr/kg), en el forraje
verde (1,55 g/kg MS), en la sangre (1,37 mmol/L) y en las heces (2,51 g/kg MS) estaban debajo de
las concentraciones normales o esperadas para dietas con adecuada concentracion de P. El 22,1% de
las vacas muestreadas tenian severa deficiencia de fosforo inorganico (Pi) en sangre (< 1 mmol/L).
Los establecimientos en los que se observo animales con alotrofagia (pica) tuvieron (P < 0,001) mas
chance de tener deficiencia de P en el forraje (< 2,0 g P/kg MS; Odds Ratio -OR-: 7,35) y en la sangre
de los animales muestreados (< 1 mmol Pi/L; OR: 3,2). Los establecimientos clasificados con severa
deficiencia de P en el suelo (< 4 mg P/kg) tuvieron (P < 0,001) menor calidad de forraje (P y PC),
vacas con menor (P < 0,001) estado corporal y menor (P < 0,001) concentracién de Pi en sangre. En
la primavera se detectaron bajas concentraciones de P en el forraje verde en el 90,3% de los
establecimientos muestreados. En el verano el 96,9% de los predios tenia baja disponibilidad (<1200
kg/MS) y baja concentracion de P en el forraje verde y, ademas, el 65,6% de los predios tenia baja
concentracion de proteina cruda (PC, < 94 g/kg MS) en el forraje verde. Estas concentraciones de P
y PC los campos naturales tanto en primavera como en verano estan limitando la produccién de las
vacas de primera cria. Para prevenir la deficiencia de P o para obtener un mayor retorno econdmico
la suplementacion mineral con P deberia realizarse en la primavera cuando no hay otras limitantes
aparentes. Adicionalmente, en establecimientos severa deficiencia de P en el forraje y con
antecedentes de osteomalacia en los animales la suplementacion mineral con P preventivamente
deberia extenderse hasta el fin del verano en las vacas en lactacion prevenir nuevos casos de
osteomalacia y para recuperar por completo las reservas 0seas de P. Para cubrir los requerimientos de
P de las vacas de primera cria es necesario utilizar sales minerales comerciales con alta concentracion
de P (ej., 80-100 g P/kg) en las regiones con carencia severa de P y utilizar sales minerales comerciales
con moderada concentracion de P (ej., 60-80 g P/kg) en regiones con deficiencia marginal de P.

Palabras claves: bovinos; campo natural, carencia de fosforo, suplementacion mineral, Uruguay.
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9.2. INTRODUCCION

La carencia cronica de fosforo (P) es una de las principales carencias minerales en los sistemas
ganaderos extensivos (Mufarrege, 1999; Tokarnia et al., 2000), siendo la mayor restriccién en la
produccion de bovinos de carne que pastorean forrajes con baja concentracion de P (McDowell, 2003;
Dixon et al., 2017). Esta carencia, en bovinos, ocurre generalmente en los campos naturales cuyos
suelos contienen < 4-5 mg de P/kg (Constable et al., 2017; Dixon et al., 2020a) y/o pastizales que
contienen < 2,0 g de P/kg MS (Stober, 2005; Goff, 2015; Dixon et al., 2020a). Las principales
consecuencias de esta carencia son subclinicas con disminucion del consumo voluntario, baja
ganancia o pérdida de peso y bajas tasas de destete y fertilidad del rodeo (Malafaia et al., 2004;
Tokarnia et al., 2010; Constable et al., 2017). Esta carencia mineral puede revertirse con la adecuada
suplementacion oral de P (Ternouth, 1990; Suttle, 2010)

Los forrajes y los suelos pueden clasificarse como con ‘carencia severa’, ‘carencia marginal’
y/o ‘adecuada concentracién de P’; y en funcion de este grado de deficiencia se han estimado las
posibles respuestas a la suplementacién mineral fosfatada (Dixon et., 2020a). Cuando mayor es el
grado de deficiencia de P, mayor seréd la respuesta a la suplementacién mineral con P, siempre y
cuando este mineral sea el principal limitante (Dixon et al., 2020a; Tafernaberry & Udaquiola, 2021).
En paises como Australia, Argentina y Brasil donde hay regiones con carencia de P endémica, la
suplementacion oral con P implica ganancias de 20 a 40 kg de peso vivo (p.v.) al afio, 10% a 30%
mas terneros destetados en vacas de cria e incluso adelantar hasta en 1 afo el primer servicio de las
vaquillonas que generalmente es a los 3-5 afnos (Mufarrege, 1999; Malafaia et al., 2004; Mufarrege,
2004; Dixon et al., 2020a). En estas regiones donde las pasturas contienen durante la mayor parte del
afio concentraciones bajas de P, la suplementacion es econdmicamente viable so6lo en la época
lluviosa, donde el P es la principal limitante. Esto se debe a que, en la estacion seca, a pesar de que
las pasturas tienen menos P, otros factores son los principales limitantes como la concentracion de
energia y de proteina (Tokarnia et al., 2000; Riet-Correa et al. 2007; Jackson et al., 2012).
Adicionalmente, cuando en la estrategia de suplementacion mineral se considera unicamente el o los
aportes de los minerales deficientes des las pasturas, concepto conocido como suplementacion
mineral selectiva (Tokarnia et al., 2000; Peixoto et al., 2005) habra una disminucién substancial de
los costos de produccion sin afectar la productividad y la salud de los animales (Malafaia et al., 2004).
Sin embargo, en determinadas circunstancias resulta dificil de aplicar este concepto debido a la
complejidad de formular una sal mineral para cada establecimiento incluso para cada potrero.

En Uruguay, donde la deficiencia de P es conocida desde 1917 (Rubino, 1928), varios estudios
evidencian mejores respuestas a la suplementacion mineral con P: Arroyo & Mauer, (1982), Gomez
Haedo & Amorin, (1982) y Tafernaberry & Udaquiola (2021) observaron mejores ganancias diarias
de peso en novillos y terneras de recria; Arroyo & Mauer, (1982) y Uriarte et al., (2000) y Pittaluga,
(2009) observaron mejores indices de prefiez en vaquillonas de primera cria; y Uriarte et al., (2000)
y Quintans et al., (2005) observaron mayor peso de terneros al destete en rodeos suplementados con
sales minerales. Sin embargo, en la unidad experimental “Palo a Pique” del Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA) de Treinta y Tres y en la unidad experimental “Glencoe” de INIA
Tacuarembo, no se observaron diferencias entre animales suplementados y los controles (Pittaluga,
2009). Una posible explicacion a esta falta de respuesta fue la gran variacion las concentraciones de
P los forrajes del campo natural y/o a la falta de forraje disponible (Pittaluga, 2009). En otro estudio
realizado en Uruguay donde se evaluaron las respuestas reproductivas en vacas multiparas y vacas de
primera cria (con incrementos significativos de los indices de prefiez en las vacas suplementadas) no
se observaron diferencias entre el uso de una suplementacion mineral selectiva y una sal formulada
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comercialmente (Uriarte et al., 2000). En la Tabla 1 se presentan los resultados de los ensayos de
suplementacion mineral con P realizados en Uruguay.

En el Pais, el uso de sales minerales es escaso o insuficiente ¢ incluso incorrecto (Soto &
Reinoso, 2012; Schild et al., 2021a). En funcidon del contenido de P de las pasturas uruguayas
Pittaluga, (2009) y Soto & Reinoso, (2012) recomiendan usar sales minerales con 6-10% de P
administrado via oral en forma de mezcla minerales suelta o comprimidas en bloques durante los
meses de septiembre a diciembre. La informacidon antes mencionada destaca la necesidad de la
suplementacion con P en bovinos que pastan en campos naturales en multiples regiones de Uruguay,
asi como también evidencian la necesidad de conocer las concentraciones de P de las sales minerales
que mas se adecuarian a cada region.

Los objetivos de este capitulo son: (i) evaluar las concentraciones de P en suelo, forraje y
sangre de vacas de primera cria que pastan en campos naturales en los que hubo sospechas de carencia
de P en la region norte de Uruguay y (ii) profundizar en las posibles estrategias de suplementacion
con P en vacas de primera cria.
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Tabla 1. Ensayos de suplementacion con sales minerales realizados en Uruguay. Se describen el tipo de respuestas (concentracion de fosforo
inorganico en sangre -Pi-, ganancia diaria de peso -GDP-, peso vivo de los terneros destetados correspondiente a las vacas incluidas en los experimentos
-p.v.- y tasa de prefiez) y el sentido de dicha respuesta (aumento con numeros positivos, disminucién con nimeros negativos rojos y/o sin diferencia con
0) en las distintas categorias de animales suplementados con sales minerales con fosforo (P) respecto a los animales usados como control. Los nimeros
son la diferencia entre los animales suplementados con sales que tienen P y los animales usados como control sin suplementacion mineral. Cuando el
experimento fue realizado en dos y més categorias de animales, el resultado de cada respuesta evaluada para cada categoria estudiada, fue colocado
siguiendo el mismo orden de la columna categoria (ej. en la fila de Pittaluga 1980, la categoria de vaquillona tubo un 21% menos de prefiez que el
control sin suplementacién mineral, mientras que la categoria vacas de primera cria evidencioé un aumento del 6% respecto al control sin
suplementacion mineral y un aumento de 35% para las vacas multiparas).

Referencia bibliografica Regin y afio Respuesta de los animales suplementados con sales fosfatadas respecto a los controles! Categoria
Pi (mmol/L) GDP (g) p.v. (kg) Prefiez (%)
De Ledn Lora, 1963 Colonia (1962-1963) (154 (16) A VC
Schiersmann, 1965 Colonia (1962-1965) 0,41) € (-8) ¢ 6)°¢ VM
Pittaluga et al., 1980 Tacuarembd (1975-1976) (0,25), (0,35) y (0,25) © (-21),(6),(35) ¢ VQ,VC,VM
Pittaluga, 1980 Paysandu (1977-1978) (-13)¢ 9)° VM
Gomez Haedo & Amorin, 1982 Cerro Largo (1982) (0,09) (71) NO
Arroyo & Mauer, 1982 Cerro Largo (1982) (0,16) AP (78), (205), 30) B (n/c), (-3), (6) A (0), 43),(-1)®B  VQ,VC,VM
Barrios et al., 1984 Cerro Largo (1984) (0,09) AP (-11), (2) (-11), (0) VC,VM
Fernandez Lifiares et al., 1985 Rio Negro (1985) (0,06), (-0,13) B Bo)y (9" (7) 8P (15),(3) B VC, VM
Pittaluga, 2009 Salto (1986) 24 ¢ vQ
Pittaluga, 2009 Treinta y Tres (1986) (0,09) (15)¢ VC
Uriarte et al., 2000 Paysandu (1997/99) (0,48), (0,61), (0,51) € (24)° 0), 21),(30)®  VQ,VC,VM
Quintans, et al., 2005 Treinta y Tres (2005) (s/d), (0,29) ¢ (147) y (s/d) (15), (n/c) TN, VM
Pittaluga, 2007 Tacuarembo (2007) (0,06) ¢ 6)°¢ (-6) ¢ VM
Pittaluga, 2009 Paysandu (2007) (25),(2)B VC, VM
Tafernaberry & Udaquiola, 2021  Artigas y Rivera (2019) (0,29) (89) TN
Medias + Error Estandar Uruguay 0,24 + 0,05 75 +£22 2,5+3,7 10,1 +3.4

Referencias: VM = vaca de cria multipara; VQ = vaquillona; VC = vaca de primera cria; NO = novillo; TN = ternera de sobre afio. ' Salvo en los dos primeros trabajos realizados por
De Leo6n Lora (1963) y Schiersmann (1965) donde los controles fueron animales suplementados con cloruro de sodio, en el resto de los trabajos los animales usados como controles no
fueron suplementados con sales minerales. (A) se evidencia aumento de dicha variable respuesta en los animales suplementados vs los controles, sin embargo, la diferencia no fue
estadisticamente significativa. (B) el aumento significativo se evidencio solo en las VC. (C) no se reportan datos respecto a la probabilidad o significancia estadistica entre los grupos.
(C) se reportan solo datos promedios de todas las categorias estudiadas. (n/c) no corresponde. (s/d) sin datos.
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9.3. MATERIALES Y METODOS

Seleccion de establecimientos

A partir de reuniones con Centros Médico Veterinarios de los departamentos del norte de
Uruguay: Artigas; Cerro Largo; Paysanda; Rivera; Salto y Tacuarembo, se seleccionaron 32
establecimientos que cumplian con los siguientes criterios: (i) no suplementaban con sales minerales
a animales en crecimiento incluidas vacas de primera cria; (ii) las vacas de primera cria habian estado
pastoreando en campos naturales en los ultimos 12 meses; (iii) dichos campos naturales no fueron
fertilizados con fosforo en los ultimos 30 afios y (iv) tenian sospecha de deficiencia de P u otra
deficiencia mineral en alguna categoria animal en los ultimos 5 afos. En estos 6 departamentos, habia
15400 productores ganaderos con 6,1 millones de hectdreas de campo natural y el 45% de las vacas
de cria de Uruguay (DIEA, 2020). El muestreo represent6d ~0,1% de las vacas de primera cria de la
region.

Colecta de muestras

En cada establecimiento se realizo un muestreo de suelo al inicio del estudio (octubre, 2017),
y un doble muestreo en primavera (octubre, 2017) y verano (enero, 2018) de forraje, y sangre y heces
de vacas de primera cria. También se registro el estado corporal (EC) de dichos animales, asi como
datos generales de cada establecimiento que incluyeron: superficie total; drea con campo natural
destinado a la ganaderia; numero de vacas de multiparas; nimero de vacas de primera cria y nimero
de terneros que sobrevivieron los primeros 3 meses de vida del ejercicio econdémico (1/julio/2017 —
30/junio/2018).

Las muestras de suelo se obtuvieron de una profundidad de 150 mm (» = 30 submuestras) en
cada uno de los potreros donde estaban pastando las vacas muestreadas. En éstos mismos potreros se
midi6 la disponibilidad de forraje utilizando el método comparativo de doble muestreo (Haydock &
Shaw, 1975) y se obtuvieron muestras de pasto (n = 30 submuestras) por el método hand plucking
(De Vries, 1995) las que fueron separadas manualmente en una fraccién verde y otra senescente.
Adicionalmente, de cada potrero se registraron visualmente la proporcion de la cobertura vegetal de
las 5 especies mas dominantes (Tothill et al., 1992). Las muestras de sangre, heces y los registros del
EC se obtuvieron simultaineamente en un grupo promedio de 15 (rango: 10 — 24) vacas de primera
cria sumando un total de 977 animales entre ambas estaciones (464 en primavera'y 513 en verano).

Las muestras de sangre se colectaron por puncion de la vena yugular, se transfirieron a tubos
de 5 ml con acelerador de coagulacion, se centrifugaron (2450 x g a 4 °C durante 10 minutos) y se
almacenaron a -20 °C durante 5-7 dias hasta ser analizadas en el laboratorio. Las muestras de heces
fueron colectadas directamente del recto confeccionando un pool (rango: 10 - 24 muestras) por cada
establecimiento. El EC fue estimado usando una escala (1-9) segin Rae et al. (1993).

Analisis de laboratorio

En las muestras de suelo y forraje se determind la concentracion de P, ademads en las muestras
de forraje se determiné el porcentaje de fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA)
y nitrogeno (N). En las muestras de sangre ademds de la concentracion P se determind la
concentracion de calcio (Ca) y relacion Ca/P. En las muestras de heces ademds de la concentracion
de P se determino la concentracion de N.

Las concentraciones de P extraible con bicarbonato (Pg) en el suelo y la concentracion de P
en el forraje se determinaron colorimétricamente por el método de molibdato de amonio descripto
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por McKean (1993). El porcentaje de FDN y FDA fue determinado secuencialmente con tecnologia
Ankom (Fiber Analyzer 200, Ankom Technology Corporation, Fairport, N.Y) segin Van Soest
(1992). La concentracion de proteina cruda (PC) fue determinada utilizando el coeficiente 6,25 x N
total, el cual fue determinado por el método Kjeldahl (Cabrera et al., 2019). Las concentraciones de
P inorganico (Pi) y Ca en suero se determinaron colorimétricamente por los métodos de
fosfomolibdato y o-cresolphthalein complexone respectivamente utilizando un espectrofotometro
automatizado (Dimension RxL. Max integrated chemistry system; Siemens). En las heces la
concentracion de P y N fue determinada con la misma metodologia usada en el forraje arriba
descripto.

Analisis estadisticos

Analisis descriptivos, analisis de regresion lineal simple y multiple fueron realizados para
avaluar las relaciones entre las concentraciones de P en suelo, forraje y sangre con el EC. Analisis de
regresion logistica fueron realizados para evaluar las relaciones entre las concentraciones umbrales
de referencia de P en suelo (<4 mg/kg), forraje (< 2,0 g’kg MS) y sangre (<1,0 mmol/L) con la
observacion de alotrofagia (pica) en los animales. Un andlisis de la varianza factorial fue realizado
para comparar el efecto de la estacion del afio (primavera o verano) sobre las medias de disponibilidad
de forraje, concentracion de P en forraje y sangre, relacion Ca/P en sangre y EC de las vacas en
ambientes con carencia severa (<4 mg P/kg) o marginal (>4 mg P/kg) de P en suelo. La unidad
experimental fueron los establecimientos y para los analisis estadisticos se us6 el software estadistico
Stata® (Statacorp, Texas - USA).

Un analisis geoestadistico fue realizado para estimar las concentraciones de P en suelo y
forraje en el norte de Uruguay mediante una interpolacion usando el método de Kriging ordinario
(Giraldo, 2002). Para la interpolacion se utilizaron las muestras de P en suelo y pasto obtenida de los
establecimientos muestreados en este estudio (Figura 1) y el software SAGA GIS 8.2.1. El modelo
predictivo teorico del semivariograma del Kriging ordinario que maés se ajust6 a los valores de las
muestras fue el modelo acotado esférico (Warrick, et al., 1986). Para la construccion de todos los
mapas y creacion de las isolineas se utilizé el programa Quantum GIS (QGIS) 3.18.2.
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Figura 1. Mapa con los
establecimientos muestreados entre
octubre de 2017 y enero de 2018. Los
establecimientos seleccionados criaban
bovinos sin usar sales minerales o

53

@ Farm's evaluated

mejoramientos forrajeros, ademas los
potreros nunca habian sido fertilizados
con fosforo y tenia sospecha de
deficiencia de minerales.

9.3. RESULTADOS

En los establecimientos muestreados la mediana de la superficie de campo natural destinada
a la ganaderia fue de 800 ha (rango: 330-2900); la mediana del nimero de vacas de cria multiparas
fue de 282 (rango: 60-600), de vacas de primera cria fue de 85 (rango: 25-300) y de terneros vivos
que sobrevivieron los primeros 3 meses de vida fue de 200 (rango: 40 - 400). En el 43,7% (14/32) de
los establecimientos los productores aseguraron que habian observado alotrofagia (pica) en los
animales por lo menos en los Gltimos 2 afios. Estos establecimientos, en los cuales habia vacas con
pica, tuvieron mas chances (Odds Ratios -OR-: 7,35; Intervalo de confianza -IC- de 95%: 1,5 —36,07;
P =0,013) de tener concentraciones de P en forraje verde por debajo del umbral de referencia (< 2,0
g/lkg MS) y mas chances (OR: 3,20; 1C95%: 0,85 — 12,03; P = 0,085) de tener vacas con
concentraciones de Pi consistentes con severa deficiencia de P (< 1,0 mmol/L).

En nuestro estudio, la concentracion media (£ error estandar) de Pg en suelo fue de 2,53 +
0,18 (rango: 0,81 — 7,89) mg/kg, la concentracion de P en la fraccion verde del forraje fue de 1,55 +
0,01 (rango: 0,94 — 3,02) g/kg MS, la concentracion de P en la fraccion senescente del forraje fue de
0,77 = 0,01 (rango: 0,03 — 1,73) g/kg MS y la concentracidon de P en las heces fue de 2,51 + 0,09
(rango: 1,41 — 6,17) mg/g MS. La concentracion de Pi en las 977 vacas evaluadas fue de 1,37 £ 0,01
(rango: 0,39 — 3,10) mmol/L y la relacion Ca/P fue 1,83+0,02 (rango: 0,58 — 7,16). Adicionalmente,
216/977 (22,1%) vacas tuvieron concentraciones de Pi consistentes con severa deficiencia de P cuya
relacion Ca/P fue 2,80+0,06.

En ambas épocas, solamente 1 (3,12%) de los establecimientos tenia concentraciones
adecuadas de P en el suelo (> 8 mg/kg); 4 (12,5%) tuvieron concentraciones adecuadas de P en el
forraje verde (> 2,0 g/kg MS); 2 (6,25%) tuvieron concentraciones adecuadas de P en las heces de las
vacas muestreadas (> 4,0 g/kg); y 290 vacas (29,68%) distribuidas en 6 establecimientos (18,75%)
tuvieron concentraciones adecuadas de Pi (> 1,6 mg/dL) en sangre. Ademads, solamente 4 (12,5%)
establecimientos tuvieron simultdneamente concentraciones adecuadas de P en el forraje verde y en
la sangre. La disponibilidad de forraje, la proporcion de la fraccion verde y senescente, FDN, FDA 'y
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PC del forraje y la concentracion de P en la fraccion verde y senescente del forraje segun la estacion
(primavera - verano) se detallan en la Tabla 2. Las principales especies observadas se detallan en la
Tabla Suplementaria 1. La concentracion de Pi, Ca, relacion Ca/P, concentracion de Py N en las
heces segun la estacion del afio también se detallan en la Tabla 2. En la primavera 5 (15,6%) y en
verano 2 (6,3%) de los 32 establecimientos tenian en los forrajes concentraciones que cubrian los
requerimientos diarios de P (~21 g/dia) de las vacas de primera cria (Figura 2a). En cuanto a los
requerimientos proteicos, en primavera 31 (96,9%) y en verano 11 (34,4%) de los 32 establecimientos
cubrian los requerimientos diarios de proteina (> 94 g PC/kg MS) de vacas de primera cria (Figura
2b). Adicionalmente, en primavera 17 (53,1%) y en verano solamente 1 (3,1%) de los 32
establecimientos tenian adecuada disponibilidad de forraje para las vacas de primera cria.

Las variables que mdas se asociaron al estado corporal de las vacas de cria fueron la
concentracion de PC en la fraccion verde del forraje (P < 0,001) y la concentracion de Pi en sangre
(P =0,019) donde el EC = 3,00 + 0,16 PC + 0,70 Pi (P < 0,001; 7*= 0,33). La variable que mas se
asocio a la concentracion de Pi en sangre fue la concentracion de P en el suelo (P = 0,003) donde el
Pi (mmol/L)=1,17 + 0,08 Ps (P <0,001; °=0,14). La variable que mas se asocio a la concentracion
de P en las heces fue la concentracion de P en el forraje verde (P < 0,001) donde Pheces (g/kg) = 0,97
+ 9,91 P fraccion verde (P < 0,001; 7° = 0,36).

Tabla 2. Medias, error estandar (E.E.) y coeficiente de variacion (C.V.) de las mediciones
realizadas en los potreros y vacas de primera cria muestreadas durante la primavera (octubre
2017) y verano (enero 2018).

Unidad Primavera Verano
Media  E.E. C.V. Media EE. C.V.

Forraje
Disponibilidad kg 1208,66 75,83 3549 631,30 55,86 50,06

MS/ha
Fraccion verde g’kg MS 570,72 88,60 8,78 375,90 10,69 16,09
Fraccion senescente g’kg MS 429,28 88,60 11,67 624,10 10,69 9,69
Proteina cruda* g/ kgMS 114,12 380 19,25 77,78 2,15 15,06
FDN* % 61,52 0,54 4,98 67,31 0,42 3,57
FDA* % 29,52 0,30 5,77 33,11 0,33 5,56
P de la fraccion verde g/kg MS 1,83 0,01 21,82 1,27 0,01 24,67

P de la fraccion senescente g/’kg MS 0,95 0,01 28,59 0,58 0,01 28.83
Animales

Estado corporal 1-9 5,64 0,19 19,39 5.3 0,14 15,08
Pi en suero sanguineo mmol/L 1,31 0,05 23,26 1,42 0,05 1941
Ca en suero sanguineo mmol/L 2,12 0,03 9,75 2,37 0,02 498
Relacion Ca/P en suero 1,69 0,07 22,80 1,74 0,07 22,53
P en heces g/kg 2,98 0,13 25,19 2,04 0,06 16,63
N en heces % 1,82 0,05 15,73 1,39 0,03 10,60

Referencias: fosforo P; fosforo inorganico Pi; calcio Ca; nitrégeno N,
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La interpolacion y estimacion de las concentraciones de Pg en suelo y P en forraje verde para
establecimientos que crian bovinos en campo nativos que nunca fueron fertilizados y que no tenian
mejoramientos forrajeros en el norte de Uruguay se evidencian en las Figuras 3 y 4, respectivamente.

En cuanto al anélisis de las variables (disponibilidad de forraje, Py PC en forraje verde, EC,
Pi, Ca, relacién Ca/P en sangre y P en heces) en funcion del grado de deficiencia de P en el suelo se
detectd que: (i) en ambas estaciones, los establecimientos con carencia severa de P en el suelo (<4
mg Pp/kg) tuvieron forrajes con menor concentracion de PC (P = 0,001) y menor concentracion de P
en el forraje verde (P < 0,001); (i1) las vacas que fueron criadas en suelos con carencia severa de P,
tuvieron menor (P = 0,017) estado corporal, menor (P = 0,005) Pi, mayor (P = 0,002) relaciéon Ca/P
en sangre y menor (P = 0,004) P en las heces en comparacion con vacas que fueron criadas en suelos
con deficiencia marginal de P (Tabla 3). Los establecimientos cuyos suelos tenian severa deficiencia
de P tuvieron 23,9% de vacas con severa deficiencia de Pi en sangre; mientras que establecimientos
cuyos suelos tenian deficiencia marginal de P, solo el 7,5% de las vacas tenia severa deficiencia de Pi
en sangre. Por lo tanto, los suelos con severa deficiencia de P tuvieron mas (OR: 3,76; 1C95%: 1,80
— 7,87; P = 0,004) vacas con severa deficiencia de P en sangre (< 1 mmol/L) que los suelos con
deficiencia marginal de P.
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Figura 3. Mapa con la estimacion
de la concentracion de P extraible
en bicarbonato en el norte de
Uruguay

Figura 4. Mapa con la estimacion
de la concentracion de P en el
forraje verde en el norte de
Uruguay durante la primavera
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Tabla 3. Medias y probabilidades de las principales variables estudiadas en primavera y verano segun el grado de deficiencia de P extraible en bicarbonato
(Pg) en el suelo.

Primavera Verano
Unidad Suelo con severa Suelo con marginal Suelo con severa Suelo con marginal ce. p-value  p-value  p-value

deficiencia de P deficiencia de P deficiencia de P deficiencia de P Estacion Suelo ExS

(£ 4mg Pr/kg) (>4 y <8 mg Pg/kg) (< 4mg Pr/kg) (>4 y <8 mg Pg/kg)
Establecimientos n° 27 5 27 5
Eﬁ‘;}’:lblhdad de kg MS/ha 1178,5 1371,5 616,10 713,44 92,18 <0001 0270 0,715
P en el forraje* g/kg MS 1,74 2,32 1,19 1,70 0,07 < 0,001 < 0,001 0,768
PC en el forraje* g/kg MS 109,88 136,88 75,90 87,25 0,392  <0,001 0,001 0,164
Estado Corporal 1-9 5,51 6,35 5,20 5,93 0,23 0,257 0,017 0,865
Pi en suero mmol/L 1,27 1,51 1,37 1,69 0,07 0,152 0,005 0,684
Ca en suero mmol/L 2,13 2,03 2,37 2,33 0,04 <0,001 0,236 0,619
Relacion Ca/P 1,75 1,36 1,80 1,39 0,09 0,749 0,002 0,976
P heces g/kg 2,87 3,58 1,97 2,39 0,13 < 0,001 0,004 0,452

Referencias: e.e. = error estandar de la media: (*) fraccion del forraje verde.
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9.4. DISCUSION

Las medias de P en suelo (2,52 mg/kg), forraje (1,55 g/kg MS) y sangre (1,37 mmol/P) fueron
deficientes en los establecimientos con sospechas de carencia de P del norte de Uruguay, al igual que
los valores promedios encontrados en otros estudios nacionales (Ungerfeld, 1998; Carriquiry &
Frade, 2017). Sin embargo, claramente en nuestro trabajo se puede distinguir la regién noroeste que
en gran medida se corresponden con suelos de basalto superficial, con severa deficiencia de P en los
suelos y forrajes; y también la regién centro-norte con deficiencia marginal a concentraciones
adecuadas de P en el suelo y forraje, respectivamente (Figura 3 y 4). Ademas, la region con severa
deficiencia de P es proxima al norte de Entre Rios y Sur de Corrientes de Argentina, donde la carencia
de P en las vacas es endémica (Mufarrege, 2004). Es posible que aun en varias regiones del norte de
Uruguay, donde se cria ganado vacuno de forma extensiva, los requerimientos de P no sean
debidamente cubiertos por el campo natural.

En el presente trabajo evidenciamos que en la region norte de Uruguay la concentracion de P
de los forrajes de los campos naturales en la primavera podria ser una de las principales limitantes
productivas, dado que no serian suficientes para cubrir los altos requerimientos de las vacas en este
periodo. Es por ello que, seria esta la época donde la suplementacion mineral con P tendria mayor
efecto preventivo para la osteomalacia y, consecuentemente, un mayor retorno econdmico. La
suplementacion mineral de las vacas de cria durante la primavera, ad libitum, por via oral y con
cantidades adecuadas de P, de forma tal que los requerimientos sean debidamente cubiertos,
posiblemente implique mejores tasas de destete, mejor peso al destete, menor intervalo entre partos
y mayor tasa de reconcepcion, ademas de la prevencion de brotes de osteomalacia (Uriarte et al.,
2000; Coates et al., 2019).

En el verano, a pesar de que las concentraciones de P en los forrajes de los campos naturales
fueron menores que en la primavera, también habia ademés una limitada oferta de forraje con una
reducida concentracion de PC (Figura 2b). En este periodo la produccion estuvo limitada no solo por
la falta de P sino también por la falta de energia y proteina, por lo que la sola suplementacion mineral
con P no tendria el mismo retorno econémico que el planteado para la primavera, ya que la carencia
de P es limitante en la medida que otros nutrientes no lo sean (Tokarnia et al., 2000; Suttle, 2010;
Dixon et al., 2020a). Sin embargo, en establecimientos con severa deficiencia de P en el forraje y con
antecedentes de osteomalacia o raquitismo en los animales preventivamente seria conveniente
extender la suplementacion mineral con P hasta fin del verano o inicio del otofio con el objetivo de
evitan nuevos casos (osteomalacia o raquitismo) y que los animales logren completar las reservas
6seas de P. Las vacas con deficiencia de P logran criar un ternero dado que la calidad de la leche se
mantiene (no la cantidad) a expensas de una reduccion importante del estado corporal y de las reservas
oseas de P (Dixon et al., 2020a,b), pero consecuentemente tienen mayor probabilidad de tener
fracturas espontaneas y por ende menor probabilidad sobrevivir al siguiente afio (Schild et al 2021a).
Si sobreviven llegan a la primavera con severa deficiencia de P, de forma tal que la suplementacion
mineral durante la primavera no es suficiente para reponer el total de las reservas 6seas de P. El uso
de las reservas fisiologicas de P una préctica de manejo que podria ser usada para aliviar la deficiencia
de P en épocas donde no es posible suplementar con P ya que se estima que estas reservas pueden
aportar hasta 1/3 de los requerimientos diarios de P (Dixon et al., 2017). Un estudio reciente realizado
en vacas con osteomalacia destetadas (de bajos requerimientos de P) demostrd que incluso con
extremada deficiencia de P (<1 g P/kg MS) pero con adecuada disponibilidad de forraje, la
suplementacion con 100 g P/kg sal, durante 3 meses en épocas de baja calidad de forrajera (ej.,
verano/otofio) hubo un leve incremento productivo (0,3 kg/dia) con una recuperacion sustancial de
las reservas Oseas de P (Dixon et al., 2020a; Schild et al., 2022). Después del brote de osteomalacia
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ocurrido en enero de 2019 (descripto en Schild et al 2021, como brote 1) el rodeo afectado (330 vacas
de cria) fue suplementado adlibitum con 100g P/kg, preventivamente, desde la septiembre a febrero
(6 meses) durante dos ejercicios econdmicos y desde ese momento hasta la fecha no se registraron
nuevos brotes de osteomalacia, con la salvedad de 2 a 3 vacas por temporada que evidenciaron leves
alteraciones en la marcha (Comunicacion personal Ing. Agr. Alejandro Botello). Mas estudios que
permitan evaluar practicas de suplementaciéon mineral en establecimientos con severa o marginal
deficiencia de P en ambiente, combinadas o no con practica de manejo como el tipo de destete deber
ser profundizadas. En verano otras estrategias de manejo como el ajuste de la carga animal, oferta
adecuada de forraje, destete anticipado y/o la suplementacion energética-proteica serian importantes
practicas de manejo para maximizar las respuestas a la suplementacion con P, aunque debe ser
considerada la relacion costo-beneficio de su aplicacion en el sistema de produccion.

En funcion del promedio de la concentracion de P en la fraccion verde del forraje del campo
natural durante la primavera (1,83 g/kg MS) y considerando un consumo de forraje (25mg MS/kg
p.v.) y un peso estimado de 350 kg, las vacas de primera cria estarian consumiendo s6lo 12-15 de los
~21 g P requeridos por dia. En este contexto, serian necesarios 6 a 9 g P/dia, los cuales se lograria,
por ejemplo, con un consumo de 80-100 g de sales minerales comerciales de 60 a 100 g P/kg. Para
lograr este consumo de P en las vacas de cria, en establecimientos con severa deficiencia de P en
forraje (<1,5 g P/kg MS) seria necesario usar sales que contengan entre 80-100 g P/kg; mientras que
en establecimientos cuyo forraje contienen 1,5-2,0 g P/kg MS seria suficiente el uso de sales que
contengan 60-80 g P/kg. En nuestro estudio solamente 1 (3,12%) de los 32 establecimientos tenia
adecuadas concentraciones de P en suelo (7,8 mg Pr/kg) y forraje (> 2,2 g P/kg MS) simultaneamente
y, por lo tanto, en este caso no seria necesario el uso de sales minerales fosfatadas ya que la respuesta
esperada a la suplementacion mineral con P seria baja o nula (Dixon et al., 2020a).

En nuestro estudio durante la primavera las vacas estaban en su pico de lactacion (Espasandin
et al., 2013) por lo que, al igual que el Ca, una importante cantidad de P (~1 g/L) es excretado en la
leche (Dixon et al., 2020b), explicando en parte las bajas concentraciones (aunque no severamente
deficientes) de Pi (1,31 mmol P/L) observadas en esta época en comparacion con las concentraciones
de Pi observadas en el verano (1,42 mmol P/L). A pesar de que las concentraciones de Pi en sangre
en la primavera estuvieron por debajo de los valores esperados (> 1,6 mmol/L) la relacion Ca/P (1,49)
si fue adecuada (< 2) (Schild et al., 2022). En cambio, en esta misma época las vacas que tuvieron
severa deficiencia de Pi (< 1 mmol/L), también tuvieron altas relacion Ca/P (2,62) como las que
frecuentemente se observa en la osteomalacia (Anderson et al., 2017; Barbosa et al., 2018). El
incremento de Pi en el verano podria explicarse por una menor producciéon de leche y por la
movilizacion 6sea de P desde los huesos (Espasandin et al., 2013; Dixon et al., 2017) ya que las
concentraciones de P en forraje fueron menores en verano (1,27 g P/kg MS) que en primavera (1,83
g P/kg MS).

Ante un eventual brote de osteomalacia o sospecha de carencia de P, el primer paso es
confirmar el diagnéstico. En el presente estudio, los establecimientos donde se observaron animales
con pica tuvieron ~7 y ~3 veces mas riesgo de tener deficientes de P en el forraje y la sangre
respectivamente que en los predios en los que no se registro pica. En 4 brotes de osteomalacia
ocurridos en verano (descriptos en el capitulo II), se detectaron animales con pica; en estos campos
la concentracion de P en forraje y sangre fue ~1,2 g P/kg MS y ~1,1 mmol/L respectivamente, las
cuales coinciden con los valores internacionales registrados para la carencia severas de P (Dixon et
al., 2020a). Por lo que este signo clinico (pica) podria ser un excelente indicador de la enfermedad
cuando esté presente. Otros indicadores como la osteopenia determinada por la prueba de la aguja y
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la fosfatemia también son excelentes herramientas de diagnostico (Tokarnia et al., 2010; Schild et al.,
2021a). Sin embargo, ninguno de estos indicadores nos permite definir estrategias de suplementacion
mineral. En este sentido estimar la concentracion de P en el forraje por los métodos convencionales
o mediante los mapas aqui planteados nos puede ayudar a seleccionar una sal mineral (adecuada a la
principal categoria afectada, las vacas de primera cria) con una concentracion de P complementaria
al aporte de P del forraje de los campos naturales que nunca fueron fertilizados y/o que no tienen
mejoramiento forrajero.

A pesar de los avances del presente trabajo, en nuestra region faltan estudios que nos ayuden
a desarrollar y evaluar estrategias de suplementacion mineral para incrementar la productividad, asi
como para prevenir alteraciones musculo esqueléticas en animales en crecimiento en establecimientos
con severa deficiencia de P.

9.5. CONCLUSION

Los sistemas productivos basados en campo natural que nunca fueron fertilizados, que no
tienen mejoramientos forrajeros y con evidencia de animales con pica, tienen deficiencia P en suelo
y forraje, limitando la produccion de las vacas de primera cria durante la primavera y verano. En la
primavera es donde la suplementacion mineral con P tendria mayor efecto preventivo y/o retorno
economico. En el verano, ademas del déficit de P también ocurrieron limitaciones en la oferta y en el
contenido de proteina cruda del forraje. Por lo tanto, al momento de decidir la suplementaciéon con
sales minerales con P se deberia hacer un andlisis integral de la carencia de P en conjunto con la
disponibilidad de forraje y la concentracion de proteina. En regiones con carencia de P, por ejemplo,
el noreste de Uruguay, para cubrir los requerimientos de las vacas de primera cria durante la primavera
deberian usarse sales minerales comerciales con mayores concentraciones de P (ej., 80-100 g P/kg)
cuando la deficiencia de P es severa, mientras que, en regiones con carencia marginal de P, por
ejemplo, el centro-norte de Uruguay, deberian usarse sales minerales comerciales que contengan
moderadas concentraciones de P (ej., 60-80 g P/kg).
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9.8. MATERIAL SUPLEMENTARIO DE CAPITULO 4

Tabla suplementaria 1. Principales especies vegetales observadas en los campos naturales durante
primavera y verano de los 32 establecimientos estudiados.

Frecuencia Prol();or )C ton
Gramineas y Leguminosas
Axonopus afinis 20 27,8
Paspalum notatum 17 23,6
Cynodom dactilon 8 11,1
Sporobolus indicus 4 5,6
Botriocloa laguroides 3 4,2
Paspalum dilatatum 3 4,2
Desmodium incanum 3 42
Juncus sp 3 4,2
Dichondra macrocalix 3 4.2
Stipa setigera 3 4,2
Stipa charruana 3 4,2
Saccharum angustifolius 2 3,0
Andropogon lateralis 1 1,4
Schizachyrium microstachyum 1 1,4
Hierbas, graminoides y arbustos

Baccharis coridofolia 21 31,3
Cyperus sp 11 16,4
Eryngium pandanifolium 7 10,4
Baccharis trimera 6 9,0
Senecio sp 6 9,0
Eryngium echinatum 5 7,5
Baccharis dracunculifolia 2 3,0
Amaranthus sp 1 1,5
Amis viznaga 1 1,5
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10. DISCUSION GENERAL

En Uruguay la deficiencia mineral de P en los sistemas de produccion basados en campos
naturales sigue ocurriendo debido a la falta o inadecuado uso de sales minerales. En este contexto,
son necesarios mas estudios que nos permitan evaluar como los productores estan usando las sales
minerales, lo que nos permitiria detectar debilidades y fortalezas en la nutricion mineral de los
bovinos.

El uso de suplementos minerales inyectables como tratamiento y/o prevencion de la
deficiencia cronica de P debe desalentarse por varios motivos: (a) los productos farmacéuticos
generalmente contienen dosis de P que nos son metabolicamente utiles en animales con severa
deficiencia de P (Soto & Reinoso, 2012), como fueron registrados en los brotes 1 y 2 del Capitulo II;
(b) algunos productos farmacéuticos con compuestos organicos deben hidrolizarse primero para
poder aportar la fraccion util de P, (muchos de ellos fallan en realizar esa conversion, eliminando mas
del 75% del producto en distintas excreciones), dejando en evidencia el bajo aporte de P (Griinberg,
2014); (c) algunos productos como los hipofosfitos tienen una tasa de excrecion renal tan rapida (12
h) que fallan en incrementar el Pi (Griinberg, 2014); y (d) ademéas de que es impracticable, desde el
punto de vista logistico, el encierro diario de los animales severamente enfermos puede ser un riesgo
para las fracturas debido al atropellamiento que los animales sufren en los corrales.

En el estudio de los brotes del Capitulo II, en todos los establecimientos se observo que
algunos los animales ademés de ‘osteofagia’ tenian otra forma de alotrofagia, como ‘geofagia’, la
cual también estd asociada a otras deficiencias minerales como la de Na (Tokarnia et al., 2010). A
pesar de que las concentraciones de Na en sangre, saliva y forraje no fueron determinadas, no
observamos los clésicos signos (polidipsia, poliuria) y lesiones (impactacion ruminal e hipertrofia de
la zona glomerular de glandula adrenal) reportados en animales con severa deficiencia de Na (Cunha
et al., 2022; Tokarnia et al., 2010). Esto sugiere que la ‘geofagia’ observada posiblemente estuvo
asociada a la deficiencia de P y/o a una deficiencia subclinica de Na dado que la mayoria de los
campos naturales de Uruguay tienen bajas concentraciones de ambos minerales (Ungerfeld, 1998).
Como la deficiencia de Na, al contrario de la deficiencia de P, es facilmente revertida con casi
cualquier sal mineral comercial que contenga NaCl, la eleccion de la sal mineral a suplementar debe
basarse en funcion de deficiencia de Py no en la deficiencia de Na.

La deficiencia de Vitamina D en bovinos produce las mismas lesiones y signos clinicos que
la deficiencia de P (Stober et al., 2005; Constable et al., 2017) y ocurre principalmente en latitudes
>31°y con una angulacion solar <35°, donde no hay una suficiente penetracion de luz ultravioleta en
la piel (Dittmer & Thompson, 2011). EI Dr. Rubino ya en 1928 se preguntaba acerca del efecto de
esta vitamina en los brotes de osteomalacia en Uruguay. En bovinos, para que la deficiencia de
vitamina D ocurra, adicionalmente a las condiciones antes mencionadas, es necesario que los
animales no ingieran otras fuentes naturales (forraje) o sintéticas (sales minerales) de Vitamina de D
(Craig et al., 2016; Constable et al., 2017). En Uruguay un trabajo realizado en humanos, en
Montevideo, reveld que solamente el 10,9% de 175 uruguayos, de todas las edades, tenia niveles
suficientes de esta vitamina durante el invierno (Bagattini et al., 2017). En el brote 1 descripto en el
Capitulo II, las sales inyectables y los bloques minerales contenian vitamina D> y D3, sin embargo,
los aportes diarios de ambas sales no cubrian los requerimientos diarios de 30 UI Vit Ds/kg p.v. para
vacas en lactacion (NRC, 2016) sin tener en cuenta el aporte de vitamina D por parte del forraje. La
mayor parte del territorio uruguayo esta ubicado en una latitud Sur >31°, sin embargo, todos los brotes
descriptos ocurrieron en vacas que pastoreaban campos naturales durante fin de la primavera y verano
donde la angulacion solar en la region es de > 55°, lo que es adecuado para la sintesis de vitamina D

74



(Dittmer & Thompson, 2011). Estudios que permitan poner a punto las técnicas para determinar los
metabolitos de la vitamina D tanto en animales como en plantas son necesarios para mejorar los
diagnésticos y comprender mejor el rol fisiologico de la vitamina D como fue detallado en el Capitulo
L.

En el Capitulo III, a pesar de las diferencias observadas en el tratamiento de vacas con
osteomalacia, cabe remarcar que las necesidades de P se cubrieron en ambos grupos experimentales,
lo que sugiere que ambas formas (mezclas mineral sueltas y/o mezclas minerales comprimidas en
bloques) de suplementacion mineral podrian usarse para prevenir la deficiencia de P en bovinos sin
severa osteomalacia. Asi, la eleccion de uno de ellos, como manejo preventivo en condiciones
extensivas, dependera de la relacion costo-beneficio de cada establecimiento debido a las ventajas y
desventajas que tiene cada una de estas formulaciones (ej., las mezclas sueltas necesitan mas
inversion, tiene menor costo por kg P, y necesitan mas mano de obra; mientras que las mezclas
comprimidas en bloques son resistentes a la intemperie, tienen mayor costo por kg P, la distribucion
es mas facil y requieren menos mano de obra) (Jackson et al., 2012).

Las predicciones de las concentraciones de P en suelo y forraje planteadas en el Capitulo IV
actualmente tienen limitaciones ya que la relacién del semivariograma en la validacion cruzada no
fue muy alta (+° < 0,80) entre los valores observados y los valores estimados. Esta relacion se puede
mejorar incrementado el nimero de predios evaluados o agregando covariables predictoras como la
capa vectorial del tipo de suelo uruguayo. Estas 4reas de mejoras en el andlisis de los resultados se
estan discutiendo con investigadores de INIA GRAS.

75



11. CONCLUSIONES GENERALES

VI.

VII.

VIIIL.

La deficiencia de fosforo (P) es una de las principales carencias de los sistemas de cria en
campos naturales del norte de Uruguay.

En Uruguay la lesion de osteomalacia es la principal consecuencia de la deficiencia cronica
de P, afectado principalmente a vacas de primera cria en lactacion y en verano asociada a las
bajas contracciones de P en los suelos y en los forrajes de los campos naturales.
A pesar de haber sido descripta hace méas de 101 afios en Uruguay la enfermedad sigue
ocurriendo debido a la falta o incorrecto uso de las sales minerales.

La observacién de signos clinicos, incluyendo la osteofagia, la determinacion de la
osteopenia por la prueba de la aguja y la concentracion de fosforo inorganico en sangre, en
conjunto, son excelentes indicadores para el diagnostico de rutina de la enfermedad.

Las vacas con osteomalacia que consumen forrajes deficientes en P pueden tratarse de
manera efectiva mediante la provision ad libitum via oral de sales minerales con 100 g P/kg
durante 3 meses.

El P administrado en mezclas minerales sueltas es mas afectivo, en el tratamiento de las
deficiencias severas de P, que el P administrado en mezclas comprimidas en bloques.

Las bajas concentraciones de P en forraje son una de las principales limitantes productivas
de la cria vacuna durante la primavera y verano por lo que preventivamente o para tener
mayor retorno econdémico es en primavera donde debe realizarse la suplementacion mineral
con P. Adicionalmente en establecimientos con severa deficiencia de P en el forraje y con
antecedentes de osteomalacia en los animales la suplementacion mineral con P de forma
preventiva debe deber extenderse hasta fines del verano inicio de otofio.

En regiones con forrajes con severa deficiencia de P deben usarse sales minerales
comerciales que contengan altas concentraciones de P (ej., 80-100 g P/kg), mientras que en
regiones con forrajes con carencia marginal de P deben usarse sales minerales comerciales
con moderadas concentracion de P (ej., 60-80 g P/kg).
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..."Renunciar ya lo pensé, pero nunca lo tuve en cuenta porque hay mads camino en mis ojos que
cansancio en mis piernas, mds esperanza en mis pasos que tristeza en mis hombros, mas voluntad
en mi espiritu que obstaculos en mi frente y mds fortaleza en mi corazon que miedos en mi

mente”...
Adaptado de Cora Coralina (1889-1985)



