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RESUMEN

Nuestro objetivo fue establecer valores de referencia de la excrecion fraccional (EF) de calcio
(Ca), fosforo (P) y magnesio (Mg) en perros, proponiendo una metodologia para su obtencion.
Los perros se dividen en grupos SS: con dieta estandar y CS: con dieta estdindar mas suplemento
de calcio durante 10 dias. Se observa en CS mayor concentracion plasmatica de P tanto en
ayuno como postprandial respecto a SS. Mayor EFCa en CS respecto a SS en ayuno y
postprandial. Menor EF de P y Mg postprandial en SS respecto al ayuno, pardmetros que se
estabilizan en CS. (p<0.01).

Gracias a la metodologia propuesta y al analisis asociado de los minerales se pudo determinar
la carencia de calcio en el grupo SS a pesar de tener valores dentro de los bibliograficos de
EFCa.
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ABSTRACT
The aim of this work was to establish reference values of the fractional excretion (FE) of

calcium (Ca), phosphorus (P) and magnesium (Mg) in dogs, proposing a methodology for their
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obtention. The dogs were divided into groups SS: standard diet and CS: standard diet plus
calcium supplement for 10 days. We observed increased plasma concentration of P, both fasting
and postprandial, in CS respect to SS. More FECa in CS respect to SS in fasting and
postprandial. SS showed a lower FEP and FEMg in fasting than postprandial, parameters that
were stabilized in CS. (p<0.01). Thanks to the proposed methodology and the associated
analysis of minerals we can see the lack of calcium in SS group despite having EFCa values
that are at the bibliography.

Key words: Fractional excretion, calcium, phosphorus, magnesium, dogs.

INTRODUCCION

En el intestino de los mamiferos el calcio y el fésforo son absorbidos por procesos de
transporte pasivos y activos. El transporte pasivo es un proceso paracelular no saturable que
depende del gradiente de concentracion, mientras que el transporte activo es saturable y

transcelular activado por la vitamina D3.

Al comienzo de la vida la absorcion intestinal de calcio y fosforo es principalmente
pasiva y dependiente de la ingesta de los mismos, luego, post destete ésta disminuye
proporcionalmente y comienza a ser prominente la absorcion activa regulada hormonalmente,
siendo la vitamina D3 esencial en dicha regulacion (Pansu et al., 1983; Ghishan et al., 1984;
Wasserman y Fullmer, 1995). Los perros son buenos modelos experimentales con los cuales
estudiar la influencia de la vit D3 sobre el metabolismo del calcio porque son completamente
dependientes de la ingesta dietética de la misma debido a una inadecuada sintesis cutanea de

vitamina D. (How et al., 1994).

Existe una gran variedad de factores nutricionales, incluyendo la relacion Ca/P, la
presencia de fitatos y el contenido de grasa que pueden influir en la biodisponibilidad del calcio,
asi por ejemplo en dietas con exceso en el contenido de calcio la disponibilidad del fosforo se
puede ver alterada por la excesiva cantidad de aquel en el tracto gastrointestinal, el cual
precipita con el fosforo formando complejos insolubles a pH>6.1, como los encontrados en el

intestino delgado. (Schaafsma y Visser, 1980; Pastoor et al., 1995; Schoenmakers et al., 1999).

También se ha observado que las dietas iniciales ricas en calcio en las primeras
ingestas, cuando aun no se ha destetado al animal, conducen a una disminucion en la velocidad

de crecimiento, menor ingesta de alimentos y con ello de calcio, y mayor excrecion fecal de



69 De Luca Sarobe V., et al. Revista Complutense de Ciencias Veterinarias 8 (2) 2014: 67-79

calcio. Los caninos de razas grandes son mas susceptibles que las razas pequefias en desarrollar
trastornos esqueléticos cuando son criados con dietas deficientes o con excesivo contenido de
calcio (Hazewinkel et al., 1991; Nap et al., 1993) Por otro lado se sabe que los fitatos y los
oxalatos deben estar en pequefias cantidades en el alimento ya que interfieren en la

biodisponibilidad del calcio (Greger, 1999).

Una de las principales dificultades asociadas con el andlisis de la excrecion urinaria de
calcio es el amplio rango de valores normales establecidos para humanos, perros y ratas (Coe y
Bushinsky, 1984; Bushinsky y Favus, 1988; Bushinsky, 1996; Bennett et al., 2006). Dichas
variaciones en perros se ve instaurada, en parte, como resultado del uso de dietas comerciales
de diferente calidad (Stevenson et al., 2004). Por tal motivo la excrecion fraccional es
considerada como el mejor marcador para evaluar la excrecion renal de electrolitos (Lefevbre

et al., 2008).

La excrecion fraccional (EF) por el rifién de un constituyente plasmatico es la fraccion
de la cantidad filtrada por el glomérulo que se excreta en la orina. La determinacién de la EF
prescinde de la recoleccion de orina de las 24 h ya que s6lo es necesaria la toma de muestras
simultaneas de sangre y orina. En perros esta alternativa es altamente aplicable en la practica
diaria, pero las condiciones de muestreo deben ser estandarizadas para asegurar una
interpretacion valida. Luego, una vez detectada la anomalia en la excrecion urinaria del

electrolito se debe determinar si su origen es idiopatico, dietario u hormonal.

La evaluacion del manejo renal de los electrolitos junto con el conocimiento de sus
concentraciones plasmaticas puede ser de gran utilidad en circunstancias experimentales,
clinicas o productivas. Por ello, con el andlisis de la excrecion fraccional de calcio, fosforo y
magnesio en perros se podria analizar por ejemplo el estado de la calciuria postprandial y su

relacion con la de los minerales fisiologicamente asociados.

Dada la importancia del estudio del metabolismo del calcio (Ca), del fosforo (P) y del
magnesio (Mg) en multiples situaciones fisiologicas y patofisioldgicas tales como lactancia,
alteracion en el crecimiento 6seo y litiasis renal entre otras y, considerando la disparidad
bibliografica en los valores del manejo renal de dichos minerales nuestro objetivo fue establecer
valores de referencia de la excrecion fraccional de calcio, fosforo y magnesio en el perro

proponiendo una metodologia para su obtencion.
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MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se utilizaron 12 perros, machos y hembras, Beagles adultos de 11.6+0.9
Kg de peso corporal alojados en los caniles de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UBA. El
mismo se realizd bajo la supervision del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio (CICUAL).

La propuesta metodoldgica se basa en desafiar al metabolismo mineral del animal con
una suplementacion conocida de carbonato de calcio y analizar coémo se modifican los

parametros de base.

Durante el periodo de estudio los perros fueron alimentados con 300g/dia de alimento
balanceado estandar y agua ad libitum. El analisis porcentual del alimento dio como resultado:
humedad, 7.62%; proteina, 25.21%,; extracto etéreo, 11.22%; fibra cruda, 1.55%; almidon,
37.04%; lignina, 6.22%; cenizas, 7.97%; sodio, 0.26%; calcio, 1.86%; fostoro, 0.83% y

cloruros, 0.22%. La cantidad absoluta de calcio ingerido por animal fue de 5.6g/dia.

Para su estudio los animales fueron divididos en dos grupos:

e SS: grupo control con consumo de alimento estandar (n=6).

e CS: con consumo de alimento estandar y suplemento de calcio (n=6). A este grupo de
animales se les suministré desde diez dias previos al estudio, 4 g/dia de carbonato de
calcio provisto en dos dosis diarias de 2 g cada una, diluidas en agua y administradas
per os previo a la ingesta diaria de alimentos.

El dia del estudio se obtuvieron dos muestras de sangre y orina, la primera en ayunas y la
segunda 3 hs postprandial. En sangre y orina se determind creatinina, calcio, foésforo y

magnesio. Los electrolitos fueron expresados como excrecion fraccional.

El magnesio y el calcio se determinaron mediante espectrofotometria de absorcion
atomica (Shimadzu AA 646), el fosforo inorganico mediante método colorimétrico (Baginski
etal., 1967) y la creatinina por método enzimatico (Heinegard y Tiderstrom, 1973)

La excrecion fraccional (EF) para cada mineral fue calculada mediante la siguiente formula:

[x] urinaria [Cr] plasma

EF = x 100
[x] plasma [Cr] urinaria
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EF: excrecion fraccional, [X]: concentracion de calcio, fosforo o

magnesio, [Cr]: concentracion de creatinina.

Los resultados estan expresados como valor medio + error estandar. Para la
comparacion de medias entre grupos de a dos se utilizo test de Student. Se consider6 que existia
diferencia significativa entre los grupos confrontados para un nivel de significancia de p <0,05.

El analisis estadistico de los datos se realizo con el software Instat 3.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran las concentraciones plasmaticas de Ca, P y Mg. En el grupo
SS no se observaron diferencias significativas, entre los estados de ayuno y postprandial, en las
concentraciones plasmaticas de Ca, P y Mg, en tanto que en los animales que fueron
suplementados con carbonato de calcio, CS, se observa un aumento significativo en la
concentracion plasmatica de P tanto en ayuno como postprandial respecto al grupo SS (p<0.01).
En la tabla 2 se muestran las excreciones fraccionales de Ca, P y Mg. En el grupo SS podemos
observar que la EFCa fue de 0.33+0.05 y de 0.30+0.05 en los periodos de ayuno y postprandial
respectivamente. En cuanto a la EFP se advierte que disminuye en el periodo postprandial
respecto al ayuno de 30.9+£2.7 a 3.53+1.3 (p<0.01); lo mismo se percibe en la EFMg la cual
disminuye de 3.68+0.6 en el ayuno a 1.23+0.2 postprandial, p<0.01.

Tabla 1: Concentraciones séricas de calcio, fosforo y magnesio en ayuno y postprandial, y con

0 sin suplementacion con calcio.

calcio (mg/dl) fésforo (mg/dl) magnesio (mg/dl)

ayuno postprandial | ayuno postprandial | ayuno postprandial

SS 104+0.16 99+0.17 29+0.1 2.8+ 0.09 1.9+0.03 1.8+0.04
CS 10.1+0.30 10.7+034 42+030* 3.7+0.20* 1.8+0.05 1.8+0.03

Valores de referencia en ayuno (mg/dl): calcio 10.3 £ 0.5; fosforo 3.5 + 0.8; magnesio 2.5 = 0.2. SS, perros alimentados con

dieta estandar, n=6. CS, perros alimentados con dieta estandar y con suplementacion previa con carbonato de calcio, n=6.

*SS vs CS, mismo periodo, p<0.01. (Student’s t test)
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Tabla 2: Excreciones fraccionales de calcio, fosforo y magnesio en ayunas y postprandial, y
con o sin suplementacién con calcio.

EFCa EFP EFMg

ayuno postprandial | ayuno postprandial | ayuno postprandial

SS 033+0.05 030+0.05 309=+2.7** 353+1.3 3.68 £0.6%* 1.23+0.2
CS 096+0.14* 1.11+0.20* 21.7+2.5* 240+64* 597+0.6* 6.02+0.8*

SS, perros alimentados con dieta estandar, n=6. CS, perros alimentados con dieta estandar y con suplementacion previa con carbonato de

calcio, n=6. EFCa, excrecion fraccional de calcio. EFP, excrecion fraccional de fosforo. EFMg, excrecion fraccional de magnesio.

*SS vs CS mismo periodo, p<0.01. **SS ayuno vs SS postprandial, p<0.01. (Student’s t test)

En el grupo CS, suplementado con carbonato de calcio, no se observan variaciones de
la EF de Ca, P y Mg entre la situacién de ayuno y postprandial, advirtiéndose la estabilizacion

de dichos parametros.

Comparando ambos grupos se puede observar que la EFCa del grupo CS es mayor en
ambos periodos, ayuno y postprandial, respecto al grupo SS. La EFP es menor en ayuno en CS:
21.7+2.5 vs SS: 30.9+2.7 (p<0.01) y es mayor postprandial, siendo CS: 24+6.4 vs SS: 3.53+1.3
(p<0.01). Respecto a la EFMg se observa un aumento significativo en el grupo CS respecto a
SS en ambos periodos, ayuno y postprandial, 5.97+0.6 vs £0.6 vs 3.68+0.6 y 6.02+0.8 vs
1.2340.2 respectivamente (p<0.01 ambos).

DISCUSION

La calcemia, la cual esta directamente relacionada con la excrecion urinaria del calcio,
refleja la homeostasis del mineral. Sin embargo, al igual que otras variables fisiologicas, su
nivel permanece constante atin en desbalances metabdlicos o en privacion de calcio en la dieta
por ser el calcio sérico un parametro fisiolégico muy bien regulado (Jahnen-Dechent y Ketteler,
2012). La sola determinacion de la calcemia no es suficiente para poder detectar anormalidades
en el metabolismo del calcio, asi por ejemplo, el déficit de calcio en la ingesta generalmente se
presenta con valores bajos de fosforo sérico pero con niveles normales de calcio sérico (Pastoor
et al., 1994). Dichas alteraciones se veran reflejadas principalmente en la calciuria y en los

marcadores de recambio dseo hidroxiprolina, crosslaps del colageno 6seo y piridinolina.

Si bien la excrecion urinaria de calcio diaria es aproximadamente un 10% de la ingesta,

sus variaciones permiten evaluar el balance neto diario.
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La importancia de establecer valores de referencia para la excrecion renal de calcio en
perros estd dada por la relevancia de la misma en el estudio de situaciones fisioldgicas o
patologicas. Tanto la hipocalciuria como la hipercalciuria son dificiles de categorizar en su
origen debido principalmente a la amplia variedad de factores que afectan a la excrecion renal
de calcio como son: la cantidad consumida de calcio, magnesio, sodio, fosforo o proteinas y el
pH. Creemos que un diagnostico certero de deficiencia o desbalance nutricional de calcio, o
hipercalciuria idiopéatica solo puede ser alcanzado si las concentraciones séricas del calcio son
evaluadas junto a las excreciones fraccionales del mismo. Por otra parte, para el andlisis de la
EFCa no basta con ver los resultados individuales del parametro sino que se deben ver en
conjunto con las excreciones fraccionales de los minerales fisiologicamente asociados, asi por
ejemplo, una alta EFP y una baja EFMg son factores predisponentes de litiasis renal y
generalmente asociadas a un déficit dietario de calcio. (Swaminathan, 2003; Lulich etal., 2010)
En este trabajo podemos inferir que, si bien la EFCa en el grupo SS estaba dentro de los valores
de referencia establecidos en la bibliografia (Laroute et al., 2005; Bennet et al., 2006; Lefevbre
et al., 2008), el aporte de calcio que ofrecia la dieta correspondiente no era suficiente. Esto
queda demostrado analizando en conjunto los resultados postprandial de la EFCa, que deberia
haber aumentado, y con la EFP donde podemos ver la dréstica caida de esta ultima debido a
que ocurre una esperada captacion 6sea de ambos minerales y consecuentemente, la cantidad
de fosforo filtrado por los rifiones disminuye. Esta situacion postprandial no se observa cuando

a los animales se los suplementd con carbonato de calcio.

Este hallazgo indica que aunque la dieta consumida presenta una adecuada relacion
calcio/fosforo de 2.2:1en el alimento, un valor mayor al recomendado para perros adultos
(1.4:1-1.6:1) (Dzanis, 1994; Hodgkinson et al., 2004; NRC, 2006), inferimos que el calcio no
estaba presentado de la manera disponible para la absorcidon intestinal. De esto surge que
conocer los minerales presentes en el alimento o la suplementacion mineral no es suficiente
para evaluar la calidad de la dieta, la falta de coherencia entre el porcentaje de calcio presente
en el analisis porcentual del alimento y la absorcion neta efectiva producida en el intestino
delgado se debe a que el mismo no puede ser absorbido dado el origen de dicho calcio, por
ejemplo el presente en los subproductos de la industria avicola (plumas, uias, picos) o en la
bentonita no pueden ser absorbidos por el sistema digestivo del animal, o los fitatos y oxalatos
presentes en algunos vegetales se sabe que son quelantes del calcio y por lo tanto disminuyen
la absorcion intestinal neta del mismo (Siener et al., 2001; Swaminathan, 2003; Lulich et al.,

2010)
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La suplementacion del grupo CS con carbonato de calcio permitié subsanar la
deficiencia primaria de calcio observada en el grupo SS e inducir cambios en la excrecion
fraccional del calcio y de los iones relacionados. Nuestros resultados permiten observar que
luego de la suplementacién con carbonato de calcio se produce una mayor EFCa, dentro del
rango de valores de referencia, la cual es acompafiada con una disminucion en la EFP durante
el ayuno y un aumento en el periodo postprandial no observandose diferencias significativas
entre los valores de ambos momentos. Podemos inferir que la disminucion de la EFP en el
ayuno se debe a la menor resorcion dsea y a la probable mayor deposicion de foésforo en hueso
gracias a la disponibilidad de calcio. En estados equilibrados del metabolismo del calcio los
cambios observados en la EFCa postprandial no deberian ser mayores a un 20-25% del valor
observado en ayunas, si esto sucede estariamos frente a una hipercalciuria absortiva idiopatica,
situacion que en humanos se presenta en el 31.2% de los casos de litiasis renal (Coe et al.,

1982).

Mediante el uso de la excrecion fraccional de minerales en nuestro laboratorio, hemos
concluido que el rango de la EFP es amplio, muy variable y dependiente de especie (Perrone et
al., 2013) Los valores de referencia utilizados para perros en el presente trabajo estan en
acuerdo con otros autores (Bennet et al., 2006; Laroute et al., 2005; Lefevbre et al., 2008)
ubicando nuestro rango normal de EFP entre 5 y 28.6% en tanto que la EFMg no debe ser menor

al1,5%.

En el grupo SS a pesar de su fosfatemia disminuida: 2.9+0.1%, se observa un elevado
valor en la EFP durante el ayuno: 30.9+2.7% situacion compatible con déficit dietario de calcio
(Lefevre et al., 2008). Dado que una excrecion urinaria de fésforo aumentada puede ocurrir en
pacientes con hipocalcemia y funcidon renal normal, este hallazgo estaria explicado por la
actividad de la PTH asociada a la baja disponibilidad de calcio (Amanzadeh y Reilly, 2006).
También se observo en este grupo una caida postprandial en la EFP y en la EFMg (tabla 2). Se
sabe que rapidamente, post ingesta de alimentos, se desarrolla un estado de hipercalcemia
transitoria y luego este mineral pasara a formar parte de la reserva osea (Hirsch et al., 2001).
Es compatible entonces con el estado de déficit de calcio propuesto para este grupo la caida
postprandial en los niveles plasmaticos y urinarios de fosforo y en los niveles urinarios de
magnesio, dado que dichos minerales estan siendo utilizados dvidamente para la formacion 6sea

junto con el calcio y disminuyendo asi los valores en la EFP y en la EFMg.
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Consideramos que para alcanzar la homeostasis calcio/fosforo la fosfatemia deberia
ser de aproximadamente 4 mg/dl y la EFP deberia permanecer con valores relativamente

constantes entre los periodos de ayuno y postprandial.

La excrecion urinaria de fosforo puede aumentar por varios motivos: por incremento
de su aporte dietario o bien por déficit en la ingesta de calcio, por mayor actividad paratiroidea
o por aumento de la proteina reguladora de la excrecion urinaria de fésforo FGF23 (Berndt y
Kumar, 2007; Amanzadeh y Reilly, 2006). El analisis de la fosfatemia y de la EFP durante el
ayuno en el grupo SS nos lleva a concluir que estos animales estaban hipofosfatémicos,
posiblemente por la pérdida créonica de fosforo por orina como resultado de la actividad
catabdlica 0sea de la PTH para mantener la calcemia. Esta alteracion es consecuencia del déficit
nutricional de calcio que promueve a la alta EFP durante el ayuno: 30.942.7%, situacion que se
revierte en el periodo postprandial posiblemente debido al aumento transitorio del calcio en
plasma que conduce a la disminucion abrupta de la EFP: 3.53+1.3%, fendmeno que también
favorece a la retencion de magnesio disminuyendo la EFMg de 3.68+0.6% durante el ayuno a
1.23+0.2% en la etapa postprandial. Luego de la suplementacion con carbonato de calcio, la
excrecion urinaria de fosforo permanecié sin modificaciones entre los periodos de ayuno y

postprandial.

El contenido de fosforo es un factor que se debe tener en cuenta a la hora de elaborar
alimentos balanceados para perros, un bajo aporte de este mineral producird un inadecuado
producto Ca x P, inhibiendo el almacenamiento de calcio en el tejido 6seo (Richardson et al.,
2010). Este fenomeno también conducird a una excesiva excrecion urinaria de calcio,

independientemente de la calcemia.

Los mecanismos reguladores de la excrecion renal de calcio y fésforo han sido
revisados por varios autores, sugiriendo que defectos preexistentes en el transporte tubular de
estos minerales pueden ser causados por oxalato u otros factores desconocidos, algunos de los
cuales presentan una base genética (Huang y Miller, 2007; Berndt y Kumar, 2007; Sayer et al.,
2004).

Respecto al Mg, se ha observado que valores altos del mismo en la orina disminuye el
riesgo en la formacion de calculos debido a que las sales de oxalato de magnesio son mas

solubles que las de oxalato de calcio y que entre el 7 y el 11% de los célculos ocurre con
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hipomagnesemia (Kohri et al., 1988; Huang y Miller, 2007; Bradley et al., 2001). Por tales
motivos es ventajoso que la EFMg se encuentre por encima de 1.5% (Lulich et al., 1991;
Lefevre et al., 2008) Nuestros resultados muestran que el grupo CS presenta una mayor EFMg
respecto a SS en ambos periodos, situacion deseable en la prevencion de urolitiasis por sales de

calcio.

CONCLUSION
Este trabajo intenta poner en relieve la importancia del analisis asociado de las
excreciones urinarias de calcio, fésforo y magnesio junto con el contenido sérico de dichos

minerales, para ser utilizados como marcadores del metabolismo mineral.

Proponemos como metodologia de estudio la realizacion de un primer muestreo para
la determinacion de los valores basales en plasma y en la EF de dichos minerales, en ayunas y
postprandial; y un segundo muestreo que se realizara también en ayunas y postprandial luego

de diez dias de suplementacion con carbonato de calcio por via oral.
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