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RESUMEN

En la bibliografia consultada, la retencidn placentaria en la vaca lechera fue relacionada con
una menor infiltracién de neutréfilos en los placentomas, debido fundamentalmente a la
elevada cortisolemia durante el parto que disminuiria la actividad de neutréfilos sanguineos.
Asimismo, la hipocalcemia disminuirfa la actividad leucocitaria, mientras que la hipomagnesemia
la incrementarfa. Para profundizar esos estudios, se utilizaron 100 vacas Holando Argentino,
prefiadas. De cada animal se obtuvieron muestras de sangre, durante: a) el pre-parto, b) el
pos-parto inmediato y c) a los siete dias pos-parto. Se determindé: concentracién de leucocitos;
porcentajes de neutréfilos y de linfocitos circulantes; calcemia, magnesemia y ademds, en
b), cortisolemia. Como diez de las vacas muestreadas retuvieron placenta, para comparar los
resultados se las dividié en dos grupos: Sin y Con retencién. Al registrarse heterocedasticidad
en los leucocitos de las vacas con retencidn, se las separé en dos subgrupos: Neutrofilicas y
Neutropénicas. El grupo Neutropénicas no respondié con leucocitosis, neutrofilia y linfopenia al
parto (7090 +1129,5 /mm?) (p<0.001), no guardando esa respuesta relacién con la cortisolemia
hallada en b); la calcemia fue significativamente menor (p<0.001) en el preparto en el grupo [Con
RP (NDP)] (7,9 £0,1 mg/100 mL) lo que explicaria la alteracién de la respuesta leucocitaria. No
es posible relacionar la hipomagnesemia encontrada en el posparto de las vacas con retencion
placentaria con los otros resultados evaluados.
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SUMMARY

In the literature, retained placenta in dairy cows has been associated with decreased neutrophil
infiltration in placentomas, mainly due to high cortisol levels during partum, which could
decrease the activity of blood neutrophils. Similarly, hypocalcemia could decrease the leukocyte
activity, while hypomagnesemia increase it. To deepen these studies, 100 pregnant Holando
Argentina cows with no history of retained placenta were sampled. Blood samples were taken
a) at 15 days pre-partum, b) within 6 hours post-partum, and c) seven days postpartum. In the
three periods, Leukocyte Count, Leukocyte Formula, and serum calcium and magnesium were
analyzed; in addition, at b), serum cortisol was analyzed. Only 10 cows had retained placenta.
To compare the results, they were divided into two groups: without placental retention and
with placental retention. Due to data heterocedasticity, the with placental retention group was
divided into two subgroups: neutrophilic and neutropenic. The neutropenic group did not
show leukocytosis, neutrophilia and lymphopenia at parcum (7090 £ 1129,5 /mm?)(p<0.001),
this response was unrelated with cortisolemias observed at b), while the serum calcium was
significative lower (p<0.001) in the prepartum of neutropenic group (7,9 + 0,1 mg/100 mL),
which would explain the altered leukocyte response. Hypomagnesemia observed at postpartum

of cows with retained placenta can not explain the results evaluated.
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INTRODUCCION

La retencion placentaria (RP) en la vaca lechera
es una alteracién que puede ser el origen de otras
patologias reproductivas, tales como metritis,
infertilidad o mastitis, con las consiguientes
pérdidas econémicas que ellas ocasionan®*.

En el afno 1984, Gunnink, J.W., relaciond
RP con una menor infiltracién de neutréfilos
en los placentomas. Posteriormente, otros
investigadores®”!*!"1%1> fueron encontrando
cada vez mds evidencias sobre la responsabilidad
de esos neutréfilos en el desprendimiento de la
placenta. Asimismo, se han publicado trabajos
en los que se demostré en vacas, durante el peri-
parto, una menor actividad de los neutréfilos
Smguineos.6’8’14’l7’21

Para diferentes autores, la disfuncién de
los neutréfilos sanguineos en el parto estaria
determinada por una baja expresién de los
antigenos de membrana, causada por los elevados
niveles de cortisol plasmdtico que se registran en
ese momento.>'>!18%

Desde 1980, diversos investigadores han
relacionado la influencia de distintos minerales

sobre la actividad de los leucocitos sanguineos. En

experiencias 72 vitro se demostrd que la deficiencia
de calcio (Ca), tanto extracelular como intracelular,
disminuta la diapedesis, la capacidad fagociticay la
produccién de interleucinas.®1213:1421:23.2631

En cuanto al magnesio (Mg), su deficiencia

exacerbarfa la actividad leucocitaria.'*?®

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron100 vacas Holando Argentino,
de mds de tres pariciones, sin antecedentes de
RP, prenadas, pertenecientes a la Escuela Granja
Ramén Santamarina, Tandil, provincia de
Buenos Aires. La obtencién de muestras (sangre
y placentomas) se realizé durante una temporada
de paricién de otofio. Las fechas probables de
parto se obtuvieron de las fichas correspondientes
a cada animal.

De cada animal se obtuvieron tres muestras de
sangre: a) a los 15 dias pre-parto, b) dentro de las
6 horas pos-parto, y ¢) a los siete dias pos-parto.

Los procedimientos experimentales en las
vacas fueron aprobados por el Comité de Etica
para Experimentacién Animal de la Facultad de
Ciencias Veterinarias, UNICEN.
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Las muestras de sangre se extrajeron en
tubos de borosilicato, conteniendo heparina
sédica como anticoagulante. Alicuotas de cada
muestra se centrifugaron y los plasmas obtenidos
se conservaron a -32 °C hasta su posterior
andlisis. En todas las muestras obtenidas se
realizaron las siguientes determinaciones: i)
en sangre total: concentracién de Leucocitos y
férmula leucocitaria (porcentual); ii) en plasma:
concentraciones de Ca y de Mg. Ademds, en las
muestras colectadas en el periodo b) (parto) se
efectué la determinacién de la concentracién de
cortisol plasmdtico.

La concentracién de leucocitos se determiné
por el método del hemocitémetro; la férmula
leucocitaria relativa, mediante el procedimiento
de extendidos de sangre coloreados con colorante
de Wright; las concentraciones de Ca 'y de Mg
se determinaron por espectrofotometria de
absorcién atémica. De acuerdo al Protocolo
establecido para el andlisis, los plasmas se
descongelaron, se realiz6 la desproteinizacién de
cada muestra con T.C.A. 12% y se determiné
la concentracién plasmdtica de los minerales
por espectrofotometria de absorcién atémica

(Horwitz, W., 2000); la cortisolemia se
determiné por radio inmuno ensayo (RIA
Kit, Coat-a-Count, Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA, USA).

Todas las determinaciones se hicieron por
duplicado. Los resultados fueron analizados
estadisticamente, realizando un Andlisis de
Variancia (ANOVA) entre grupos en cada
periodo en estudio (Pre-parto, Parto y Pos-parto)
mediante el procedimiento PROC GLM del
SAS cuarta edicién, afio 2002. Las diferencias
se consideraron significativas cuando p<0.05.

RESULTADOS

Del total de vacas muestreadas, 10 animales
retuvieron placenta. El diagnéstico de retencién
placentaria se efectué a las 12 horas pos-parto,
por lo que los resultados de las dos primeras
extracciones (a) alos 15 dias pre-parto y (b) dentro
de las 6 horas pos-parto se obtuvieron sin tener
conocimiento de qué vacas retendrian la placenta.

Luego de la evaluacion clinica realizada a las
12 horas pos-parto, los animales se dividieron
en dos grupos: sin RP y con RP. En la Tabla 1 se
han incluido los distintos pardmetros evaluados.

Grupo
Pardmetro Muestreo Sin RP (n=90) Con RP (n=10) Valor p
(promedio * ES) (promedio + ES)

' Preparto a) 8950+ 252,1 (a) 9131+ 366,9 (a) p>0.05

%Sﬁlﬁifgs] Parto b) 16062+ 1121,4  (b) 11720 + 1720,0 (d)* p<0.05

Posparto c) 6890+ 115,8 (c) 7130+ 543,1 (c) p>0.05

) Preparto a) 36,1 £1,9 (e) 27,2+39 (e) p>0.05

?)E)L‘tr‘)ﬁl‘” Paro b) 54,3 +2,0 (@ 38,1+7,0 (h)* p<0.05

Posparto c) 15,2 +2,4 (i) 18,6 + 3,8 (i) p>0.05

‘ . Preparto a) 56,5+1.3 ) 66,2 + 4,8 ) p>0.05
E;(‘:)ﬁ’c“‘” Parto b) 35,1+2.4 (k) 50,5+ 5,2 * p<0.001

Posparto c) 70,8 £ 2.1 (m) 66,2 + 4,1 (m) p>0.05

Letras distintas entre grupos en cada periodo difieren estadisticamente

Tabla 1. Concentracién de leucocitos y porcentajes de neutréfilos y de linfocitos en los grupos: sin RP y con RP

InVet Vol. 18 Ne 1, 2016

55



SILVA, J.H.; QUIROGA, M.A. y LANDA, R.

Al procesar estadisticamente los valores de
los leucocitos sanguineos (Tabla 1), se encontrd
que, si bien surgian algunas diferencias en el
parto, lo mds llamativo fue la heterocedasticidad
detectada en el grupo con RP, lo que motivé la
separacion de dicho grupo en dos subgrupos:
4 vacas con RP neutrofilicas ([Con RP (NF)]),
y 6 vacas con RP neutropénicas ([Con RP

(NP)]) (Tabla 2).En la citada tabla se puede
apreciar dentro del grupo de vacas con RP
que el subgrupo [Con RP (NP)] no respondié
en el parto con leucocitosis, neutrofilia
y linfopenia, manteniendo los valores de
leucocitos totales y la férmula linfocitica /

neutropénica determinados en el preparto
(p<0.001).

Con RP
Sin RP(n=90)
(promedio + ES) NF (n=4) NP (n=6) Valor p
(promedio £ ES) (promedio £ ES)
. Preparto a) | 8950+ 252,1 (a) | 9200£527,0 (a) | 9062+ 570,6 (a) p>0.05
%g?f:jn“:;s] Parto  b) | 16062+ 11214 (b) | 16350 + 1157,9 (b) | 7090+ 1129,5 (d)* | p<0.001
Posparto ¢) | 6890 £ 115,8 (c) | 6210% 834,3 (c) | 8050+ 115,8 (¢) p>0.05
Preparto a) 36,1 +1,9 (e 27,0+4,9 (e) 274+6,5 (e p>0.05
Neutréfilos "
) Parto b) | 543+2,0 (P 56,8+29 (f) | 194%63 (g p<0.001
Posparto c¢) 152+2,4 (h) 23,0+5,8 (h) 14,2 £ 4,5 (h) p>0.05
Preparto a) 565113 (i) 61,2£7,0 (i) 71,2 £6,6 (i) p>0.05
Linfocitos - 3 "
%) Parto b) 35.1+24  (j) 37,416 () 63,6 +5,6 (k) p<0.001
Posparto c¢) 70.8+£2,1 () 67,6162 (I 64,8 £ 6,0 ) p>0.05

Letras distintas entre grupos en cada periodo difieren estadisticamente

Tabla 2. Concentracién de leucocitos y porcentajes de neutréfilos y de linfocitos en los grupos: sin RP y con RP (NF y NP)

En la Tabla 3 se han incluido las
concentraciones de Ca, Mgy cortisol (promedio*
ES) determinadas en los plasmas de las muestras
obtenidas en cada uno de los grupos en que
finalmente fueron distribuidos los animales

del estudio (Sin RP, [Con RP(NF)] y [Con
RP (NP)]).

La concentracién de calcio determinada
en las muestras preparto en el grupo [Con RP
(NP)] fue menor que la determinada en los otros
grupos (diferencias estadisticamente altamente
significativas p<0.001); la concentracién de
magnesio evidencié un descenso estadisticamente
muy significativo (p<0.001) en las muestras
obtenidas de los animales del grupo con RP (NF
y NP) en el pos-parto en relacién al grupo Sin
RP. Finalmente, se puede apreciar que existieron
diferencias no significativas en las cortisolemias
de los distintos grupos, aunque es posible

distinguir una mayor concentracién de cortisol

en los animales del grupo [Con RP (NP)].

DISCUSION

La respuesta normal de los leucocitos
sanguineos frente al aumento del cortisol que se
registra en el parto es leucocitosis con neutrofilia
y linfopenia>'>'®*_ Este cuadro se observé en
el grupo Sin RP y en el grupo denominado
por nosotros [Con RP (NF)], mientras que en
el grupo [Con RP (NP)] no existié variacién
en el recuento ni en la férmula leucocitaria.
Llama la atencién esta dispar respuesta de los
leucocitos sanguineos en los dos grupos de vacas
con retencién placentaria en el momento del
parto (tabla 2), la que no guardé relacién con
los niveles plasmdticos de cortisol (tabla 3), si
bien el subgrupo [Con RP(NP)] evidencié el

pico mds elevado.
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Grupo
Pardmetro Con RP Valor p
Muestreo | Sin RP (n=90)
(promedio + ES) NF (n=4) NP (n=6)
(promedio £ ES) | (promedio + ES)

Preparto a) 8,9+0,2 (a) 8,5+0,2 (a) 7,9+0,1 (b)* |p<0.001
(Cal Pao b)| 75403 (9 | 73403 (@ | 7.0£03 (@ |p»0.05
(mg/100 mL)

Posparto c) 8,8+0,2 (d) 8,2+0,4 (d) 8,2+0,02 (d) p>0.05

Preparto a) 2,0+ 0,1 (e 2,1+0,1 (e 1,8+0,2 (e p>0.05
[Mg] Parto b)| 1,8+0,1 (F) | 1,901 () | 1,902 () |p>0.05
(mg/100 mL)

Posparto c) 1,8£0,1 (g 1,2+£0.1 (h)* 1,4+0,12 (h)* | p<0.001
fL")“‘S"“ el | paro  b)| 160427 () | 148+38 () |23.0%553 () | ps0.05

Letras distintas entre grupos en cada periodo difieren estadisticamente

Tabla 3. Concentraciones de Ca, Mg y cortisol en los grupos: sin RP y con RP (NF y NP).

En la bibliografia consultada por nosotros,
no hemos encontrado antecedentes de esta
diferente respuesta de los leucocitos sanguineos
en el momento del parto.

Existen trabajos, ya desde la década del
80, que relacionan al calcio con la respuesta
leucocitaria. En 1989%% se comprobd, in
vitro, que en ausencia de calcio extracelular
la capacidad fagocitica de los macréfagos
disminufa un 40 % respecto de los testigos y
que, neutralizando el calcio intracelular con
Quin 2/AM, se suprimia casi totalmente la
fagocitosis de éstos. Asimismo, estos y otros
autores demostraron que la diapedesis de los
neutréfilos también es dependiente del Calcio,
siendo éste necesario para el pasaje de gel a sol
de la actina intracitoplasmdtica®'>%.

Concomitantemente con estos hallazgos,
otros autores'’ observaron en vacas después
de una aplicacién intramuscular de PTH,
leucopenia (atribuible a una neutropenia
absoluta y relativa) durante la primera semana
pos-parto, disminucién de la conglutinina
sérica durante las primeras 3 semanas posparto,
y descenso en la concentracién de IgG1 sérica
desde la tercera semana pos-parto.

El magnesio tiene dos acciones
fundamentales respecto del metabolismo

InVet Vol. 18 Ne 1, 2016

celular®?: 1) puede formar quelatos con
varios ligandos aniénicos como el ATD, el
GTD, etc. que son claves para que se realicen
numerosas reacciones bioldgicas y para la
mayoria de los procesos de absorcién celular
de iones; y 2) compite con los iones de calcio
por los sitios de unién en las membranas y
proteinas. Ademds, cataliza o activa mds de 500
enzimas siendo necesario en la transferencia,
almacenamiento y utilizacién de la energfa.
El aumento de la [Mg"] (concentracién
intracelular del magnesio i6nico) activa
una serie de enzimas de distintas vias del
metabolismo celular. También regula la sintesis
de ADN y se encuentra unido a la red troncal
pentosa-fosfato del ADN, jugando un papel
vital en la regulacién del crecimiento de la
célula, division celular, sintesis de proteinas y
estructura de la membrana, como asf también la
permeabilidad de la membrana a ciertos iones
como el calcio, fésforo, sodio y potasio. Pero,
el déficit de magnesio altera la estabilidad de
la membrana celular permitiendo la entrada al
citoplasma de iones de calcio y sodio, activando
la via del GMPc que es dependiente de la [Ca,
e inhibiendo la del AMPc que es dependiente
del magnesio, estimulando la actividad de los
leucocitos.
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CONCLUSIONES

Hemos verificado la existencia de dos
repuestas diferentes de los leucocitos sanguineos
en el momento del parto: una de ellas
corresponde a la citada por la literatura®'>'%%
que es leucocitosis con neutrofilia y linfopenia
hallada en los grupos SinRP y [Con RP(NF)],
mientras que en el grupo [Con RP (NP)] no hay
modificacién de la concentracién de leucocitos
ni de la relacién neutréfilos/linfocitos. Estas
diferentes respuestas no guardan relacién con
la cortisolemia verificada en los distintos grupos
en el parto. Por otro lado, hemos encontrado
modificaciones en los niveles de calcio y
magnesio en los dos grupos con RP. Respecto del
Calcio, su deficiencia tal como se evidencia en el
pre-parto del grupo [ConRP(NP)] posiblemente
esté involucrada en la alteracién de la respuesta
leucocitaria, tal como fue comunicado por
varios autores®'>**2, En cuanto al magnesio, si
bien es evidente la hipomagnesemia pos-parto
observada en los dos grupos ConRP, no nos
es posible explicar su relacién con los otros
resultados evaluados.

Observaciones:

Dado el escaso nimero de vacas con RP
de este ensayo, se considera que seria necesario
reproducir la experiencia con mayor cantidad
de animales con retencién placentarfa para
confirmar los resultados informados.
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