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GERARDO F. QUIROZ ROCHA. Empleo de las concentraciones plasmaticas
de cobre y ceruloplasmina para el diagnéstico de deficiencias de cobre en
rumiantes. (Bajo la tutoria de Dr. Jan Bouda, Dr. José Luis Romano Mufioz, Dr.
Guillermo-Valdivia Anda).

El diagnéstico de deficiencias de cobre (Cu) o hipocuprosis en rumiantes se
ha basado tanto en determinaciones plasmaticas como en la concentracion
hepatica. Sin embargo esta Gltima es técnicamente complicada. Otro indicador de
hipocuprosis es la concentracion plasmatica de ceruloplasmina (Cp). Con la
finalidad de buscar una alternativa confiable y practica para detectar deficiencias
de Cu en sangre, se realizaron dos estudios. En el primer estudio, un grupo
experimental de cabras (n=12) de 5 a 7 meses de edad recibi®é 233 ppm de
molibdeno (Mo) como molibdato de amonio por via oral en capsulas de gelatina 3
veces por semana durante 9 semanas para inducirles hipocuprosis. Un grupo
testigo (n=6) recibi¢ la misma dieta sin adicion de Mo. Para determinar la
presencia de hipocuprosis, en muestras de plasma sanguineo se determinaron las
concentraciones de Cu y ceruloplasmina (Cp) a las 0, 3, 6 y 9 semanas de
tratamiento. Ademas, a las 0 y 9 semanas se determinaron urea, proteinas
totales, albumina, calcio, fosforo inorganico, aspartato-aminotransferasa,
gammagiutamii-transferasa, globulinas, hematbcrito, leucocitos totales y
fibrinégeno para verificar el estado de salud de los animales y posibles relaciones
con el metabolismo de Cu. Con los valores de Cp y Cu plasmaticos se determiné
la relacion Cp:Cu para emplearlo como indicador de la hipocuprosis. En el
segundo estudio, se determiné el Cu y la Cp en el suero de 20 vacas lecheras de
rastro, asi como la concentracion de Cu en muestras hepaticas, esta tltima como
indicador preciso del estado de cobre. También se determiné la relacion Cp:Cu
para tratar de detectar hipocuprosis. Las concentraciones de Cu y Cp estuvieron
en rangos de valores de referencia en los muestreos de las cabras. Los analisis
de varianza de las medias y las correlaciones entre Cu y Cp fueron no

significativas (p>0.05). Los valores obtenidos en las vacas estuvieron en rangos



de valores de referencia. Tampoco hubo significancia estadistica en las
correlaciones y los andlisis de varianza de las medias entre los diferentes analitos
(p>0.05). Las concentraciones de Cu en cabras y vacas indicaron que no existio
hipocupremia en ningin grupo. Con los resultados obtenidos en las otras
determinaciones bioquimicas y hematolégicas en cabras no se identificaron
estados de hipocuprosis. En las vacas tampoco se detectd hipocuprosis al tener
concentraciones adecuadas de Cu en el higado. De acuerdo a los resultados
obtenidos, no es confiable la relacion Cp:Cu como indicador del estado de Cu en
cabras o vacas.

Palabras clave: Cobre, ceruloplasmina, cabra, vaca, hipocuprosis,

hipocupremia, diagndstico



Use of plasmatic concentrations of copper and ceruloplasmin for the
diagnosis of copper deficiencies en ruminants.

The diagnosis of copper (Cu) deficiencies in ruminants is based on the
blood plasma or hepatic concentrations of this trace element. However,
determining Cu in the liver is technically difficult. Another method for assesing
hypocuprosis is the determination of ceruloplasmin (Cp) in plasma. In order to find
a confident and practical diagnostic procedure of Cu deficiencies in blood, two
trials were carried out. In the first trial, 12 goats, 5 to 7 month old (experimental
group), for induction of hypocuprosis, received gelatin capsules containing 233
ppm of molibdenum (Mo) as ammonium molibdate orally 3 times a week during 9
weeks, a control group (n=6) received the same diet without supplementing Mo. In
blood plasma samples Cu and Cp concentrations were determined at 0, 3, 6 and 9
weeks of treatment. In addition, in blood plasma were measured urea, proteins,
albumin, calcium, inorganic  phosphorus, aspartate-aminotransferase,
gammaglutamil-transferase, globulins, packed cell volume, white biood cells count
and fibrinogen at 0 and 9 weeks with regard to Cu metabolism and health status.
The Cp:Cu ratio was determined as a possible predictor of hypocuprosis. In the
second trial, from 20 dairy cows before slaughter, Cu and Cp were determined in
blood serum, as well as Cu concentrations in liver samples collected from carcass,
and Cp:Cu ratio was calculated. Blood plasma Cu and Cp concentrations in goats
were within the ranges of reference values in all samplings. Analyses of variance
and correlation coefficients between Cu and Cp values were not significant
(p>0.05) for Cu and Cp. All determined values in cows were within reference
values ranges. There was no statistical significance for correlation coefficients and
analyses of variance for the different analytes (p>0.05). Concentrations of Cu in
goats and cows did not indicate hypocupremia in any case. The other biochemical
and hematological results obtained by analysis of blood in goats did not support

the diagnosis of hypocuprosis. On the basis of the obtained results, it was not



possible to establish the usefulness of Cp:Cu ratio as a predictor for Cu status in
goats or cows.

Key words: Copper, ceruloplasmin, goat, cow, hypocuprosis, hypocupremia,
diagnosis



ABREVIATURAS

AST Aspartato-aminotransferasa
Ca ' Calcio

Cp Ceruloplasmina

Cu Cobre

GGT Gamma-glutamiltransferasa
Ht Hematbcrito

LT Leucocitos totales

Mo Molibdeno

MS Materia seca

(NH,);Mo,0,, Molibdato de amonio, 4 hidrato

P Fosforo

PP Proteinas plasmaticas
S Azufre

SOD Superoxido-dismutasa
™ Tiomolibdatos

™1 Monotiomolibdato
TM2 Ditiomolibdato

TM3 Tritiomolibdato

TM4 Tetratiomolibdato



INTRODUCCION

El éptimo desempefio productivo de los animales esta dado por diferentes
factores incluida una nutricion adecuada. Cuando ésta es inadecuada, se
presenta una afectacion directa sobre la produccion’. Dentro de los componentes
esenciales que deben consumir los animales, se encuentran los microelementos,
los cuales tienen gran cantidad y diversidad de funciones en el organismo?°.

Para evaluar el estado mineral de los animales se requiere determinar las
concentraciones de minerales presentes en los suelos, conocer las proporciones
de éstos en las raciones alimenticias y sobre todo, determinar las concentraciones
de cada elemento en el organismo. Por lo tanto, las técnicas para el diagnéstico
de deficiencias deben ser seguras y confiables.

El cobre (Cu) es un mineral esencial que cumple diversas funciones en el
organismo de los animales. Los rumiantes en particular presentan con frecuencias
concentraciones inadecuadas de este elemento, ocasionando deficiencias o
intoxicaciones, éstas ultimas particularmente frecuentes en borregos. Se
describen una variedad de signos clinicos asociados a la deficiencia de Cu, por lo
cual es importante realizar diagndsticos precisos sobre el estado de Cu en los
rumiantes para establecer las medidas correctivas y preventivas correspondientes
a fin de mejorar la preduccion en estas especies.

La ceruloplasmina (Cp) es una enzima que contiene Cu en su molécula, es
la principal transportadora de este elemento y tiene funcién oxidasa®. Se ha
utilizado su concentracion en plasma como indicador del estadc de Cu en el
organismo®.

Actualmente los métodos de diagnéstico de deficiencias de Cu como la
determinacion de concentraciones plasmaticas o hepaticas de Cu o las
concentraciones plasmaticas de Cp son poco practicos*, por lo cual es
conveniente desarrollar nuevas técnicas para evaluar el estado del Cu de los

animales con base en analisis sanguineos sencillos.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Microelementos en la nutricion y causas de alteracion

Un nutriente esencial se define como aquel que requiere consumir un
animal en cantidades adecuadas para poder subsistir y reproducirse? Distintos
minerales son importantes para el organismo y se dividen en macroelementos y
microelementos. Cada uno de ellos participa en funciones multiples en todo el
organismo®’. Los microelementos se definen asi porque el animal requiere
concentraciones muy pequefias de éstos en su organismo, por lo cual necesita
consumirlos en cantidades bajas y se encuentran en concentraciones menores al
1% en el organismo?®; no por ello dejan de considerarse esenciales. Los elementos
de este grupo con importancia metabélica son: As, Cd, Co, Cr, Cu, F, Fe, |, Mn,
Mo, Ni, Se, Si, Sn, Vny Zn??2,

Existen algunos elementos o sustancias que favorecen la utilizacion o
disminuyen las necesidades de algin mineral, a estos se les denomina
‘agonistas’, un ejemplo de esto es que la vitamina E disminuye los requerimientos
de Se*.

La presentacion de deficiencias de un mineral en el organismo se agrupa
en dos situaciones generales. Las deficiencias primarias, se presentan cuando
existe un aporte insuficiente del elemento en los alimentos y/o agua de bebida.
Mientras que las deficiencias secundarias se presentan cuando los elementos
estan en cantidades adecuadas en el alimento, pero no tienen una absorcién y un
metabolismo 6ptimos en el organismo por alguna de las causas que se describen
a continuacion®,

- Procesamiento de los alimentos. En donde existe una pérdida de elementos
por la refinacién (ej. coccidn).

- Interacciones dietarias. Por la presencia de sustancias o elementos
‘antagonistas’ que compiten por las mismas vias metabdlicas o forman

complejos no biodisponibles.



- Enfermedad adquirida y desordenes genéticos. Cuando se afectan los
mecanismos de absorcion, excrecion o redistribucién en el organismo.

- Efecto de farmacos. Disminuyendo la absorcion o incrementando la excrecion.

En los rumiantes empleados en produccion, la causa mas comiun de
deficiencias secundarias es la presencia de elementos o compuestos que causan
interacciones en la dieta. Como ejemplo de esta situacion se ha identificado que el
exceso de Ca disminuye la absorcion de Zn y el exceso de éste reduce la

absorcién de Cu?®,

Fundamentos para el diagnostico de las deficiencias de microelementos

El estado mineral en los animales depende de que se mantenga una
adecuada relacion entre los diferentes elementos dentro del ciclo suelo - planta —
animal’. Fallas en cualquiera de estos niveles tienen un impacto negativo sobre la
salud y desempefio de los animales en proporcion equivalente. El suelo debe
contener cantidades adecuadas de los diferentes minerales. Cuando existe
exceso de algun elemento, se pueden formar compuestos que resultan no
biodisponibles para la planta. El tipo de suelo también influye en la disponibilidad
de cada mineral. Los alimentos con baja cantidad de algun nutriente pueden
directamente causar deficiencias. Igualmente al mezclar nutrientes en raciones
que contengan elementos o compuestos antagonistas, se puede causar un efecto
adverso a pesar de que cada uno se encuentre en cantidades adecuadas. Por
aitimo, el 6ptimo estado mineral en el animal depende de las correctas
proporciones de los nutrientes en el alimento, absorcion apropiada, rutas
metabolicas eficientes y procesos de eliminacion normales®.

Por las circunstancias antes descritas, cuando se esta llevando a cabo un
programa de diagnéstico de deficiencias minerales, sera importante conocer el
estado mineral de los suelos de donde se obtienen los insumos. Debe hacerse

una revision de la dieta, incluyendo las premezclas minerales, para conocer el



aporte de cada elemento y serd fundamental hacer las determinaciones en el
organismo, a fin de conocer el estado de cada elemento en los animales®. No es
suficiente evaluar la dieta debido a que pueden existir interferencias entre
componentes en la racién y requerimientos mayores por condiciones de fisiologia
productiva en el animal o excesos de eliminacion.

Se recomienda realizar un estudio del estado mineral de la explotacion a
manera de prevencion, al menos una vez al afio. En los casos de problemas
clinicos, debera hacerse la revision del ciclo suelo - planta - animal™. Algunos
minerales presentan variaciones estacionales de concentracion en la planta, por lo
que se sugiere que el estudio se realice durante la estacion de menor
disponibilidad. Ef examen debe realizarse mediante un sistema de diagnostico
preventivo que incluya: anamnesis con los datos relevantes de produccion vy
reproduccion, examen fisico completo de los animales incluyendo las diferentes
etapas criticas (gj. 2-3 semanas preparto y 1-6 semanas posparto), analisis de
muestras de liquidos y tejidos (orina, sangre, liquido ruminai, higado, hueso),

examen patoldgico de muestras de rastro o necropsias'.

Importancia del Cu en el organismo

El Cu es un metal de la familia IB dentro de la tabla periddica de los
elementos, con peso atémico de 63.5. Esta incluido en el grupo de los
microelementos o minerales traza esenciales, debido a que las cantidades que los
animales o el hombre necesitan de éste son muy pequefias. Este elemento
participa en muchos procesos biologicos del organismo, 1a mayoria relacionados a
actividades enzimaticas®’.

El Cu forma parte integrat del sistema citocromo, es parte estructural de las
enzimas Cu-superéxido dismutasa (CuSOD), CuZn-superdxido dismutasa
(CuZnSOD), cerutoplasmina (Cp), citocromo oxidasa, tirosinasa (polifelin oxidasa),
acido ascorbico oxidasa, monoamina oxidasa plasmatica, lisil oxidasa y uricasa

dependiente de Cu*'".



En todas las especies domésticas se ha descrito la presentacion de efectos
adversos por deficiencias de Cu; asi como por intoxicacién, particularmente en
ovinos'?, Las deficiencias de Cu en los rumiantes se presentan con frecuencia
bajo una amplia diversidad de suelos, condiciones nutricionales y climaticas. Se
considera que las deficiencias de Cu son las segundas mas frecuentes en los
rumiantes en todo el mundo después del fosforo®'*'®, con una distribucion

cosmopolita.

Absorcion, transporte y metabolismo del cobre

La absorcion del Cu se lleva a cabo en varios sitios del tracto digestivo en
las diferentes especies, desde el estomago hasta el intestino grueso. En los
rumiantes la absorcién principal es a nivel de duodeno y yeyuno, en menor
proporcion en ileon y en el ovino hay una absorcidn importante en intestino
grueso'®.

Las principales formas de absorcion son por transporte activo que es un
mecanismo saturable y por difusién simple, la cual es insaturable. Los compuestos
mas facilmente absorbidos son los hidréxidos, yoduros, glutamatos, citratos y
pirofosfatos; mientras que los sulfatos, dxidos, el Cu metalico y los compuestos de
Cu no hidrosolubles, tienen una pobre absorcion®. La presencia de aminoacidos
favorece su absorcion. El paso del Cu a traves del enterocito por transporte activo
esta mediado principalmente por las concentraciones de metalotioneina. La
capacidad maxima de absorcion intestinal es de aproximadamente 30 - 60%, sin
embargo gran cantidad del elemento se secreta nuevamente dando una tasa final
de absorcidn aproximadamente de 5 a 10%>"%.

La absorciéon del Cu presenta diferencias entre las especies domésticas y
se puede afectar por circunstancias propias de los animales, como la edad, la raza
o variacion individual'’*®. Los animales jévenes tienen una capacidad de absorcién

mayor que los adultos y sus reservas son mayores®. Existen diferentes trabajos
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que han descrito variaciones en la capacidad de absorcién de Cu en diferentes
razas de bovinos y ovinos'®%,

El Cu es el elemento que tiene mas antagonistas de todos los
microelementos® con respecto a la absorcién. Su principal antagonista es el
molibdeno (Mo)%. La funcidn méas destacada del Mo en los organismos es la
regulacién que hace con el Cu. Cuando existen concentraciones elevadas de Mo,
se presentan frecuentemente casos de hipocuprosis, mientras que animales
alimentados con niveles bajos de Mo son susceptibles a sufrir intoxicacion por
Cu'. El mecanismo por el cual se presenta principalmente esta interferencia es a
nivel ruminal. Las bacterias presentes en la camara fermentativa tienen la
capacidad de sintetizar compuestos denominados tiomolibdatos a partir de Mo y
S. Las proporciones varian entre monotiomolibdato (Mo0Q,S, TM1), ditiomolibdato
(M0Q,S,, TM2), tritiomolibdato (MoOS,, TM3) y tetratiomolibdato (MoS,, TM4)2%,
Estos tiomolibdatos (TM) forman complejos con los atomos de Cu libres sin
utilidad metabdlica. Los tiomolibdatos, principalmente TM3 y TM2, pueden ser
absorbidos a través de la mucosa ruminal y duodenal. Una vez en circulacion se
unen a la albimina para ser transportados. Ya en el torrente sanguineo no
pierden su capacidad de enlace con el Cu, por lo que puede continuar su efecto
de interferencia. El exceso de TM causa redistribucion del Cu dentro del
hepatocito, favorece la acumulaciéon de Cu en el rifidon y promueve su eliminacion
en la orina. La relacién recomendada de Cu:Mo en la racion alimenticia esta entre
3:1y 6:1, cuando ésta esta fuera del rango, hay predisposicidn de los animales a
alteraciones en su estado de Cu’®. Otras funciones del Mo son participar en el
metabolismo de las purinas, desintoxicacion de productos finales de oxidacidn
lipidica y formar algunas metaloenzimas como xantina oxidasa, aldehido oxidasa y
sulfito oxidasa®®?®,

El S también es un componente importante para la formacion de los TM,
este elemento esta considerado el segundo mas importante antagonista del Cu,

generalmente presente en la racion alimenticia en forma de sulfatos (SO,)”. Otros
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elementos que causan interferencia con ia absorcion adecuada de Cu si se
encuentran en grandes cantidades son Zn, Fe, Cay Cd*’.

Una vez en la sangre, el Cu se adhiere en mayor cantidad a la albumina y
en menor proporcion a la histidina. En esta forma queda disponible para algunos
tejidos, sin embargo la mayor parte de éste es asimilada por el tejido hepatico.
Dentro del hepatocito se sintetiza la metalotioneina, compuesto con funcion de
reserva. En el propio hepatocito se sintetiza la ceruloplasmina (Cp), proteina
responsable del transporte de Cu hacia los tejidos y organos donde sea
requerido®’®,

La secrecién del Cu se realiza principalmente por via biliar hacia la luz
intestinal. El organismo elimina la mayor cantidad de Cu a través de las heces'*".
Cuando existe una obstruccion de vias biliares la alternativa del organismo para la
eliminacion de Cu es mediante la secrecién intestinal y la diuresis. Debido a que

existe una tasa de absorcidon de Cu muy baja, las heces contienen grandes

cantidades de Cu'™®,

Fisiopatologia de deficiencias de cobre
En el bovino se han descrito gran cantidad de signos asociados a la
deficiencia de Cu o hipocuprosis: | _

- Anemias. E! Cu participa en forma importante en el metabolismo del Fe, este
elemento es fundamental para ia formacion de la hemoglobina, principal
componente del eritrocito®.

- Infertilidad variable. Aun es incierto el papel de la hipocuprosis en la
infertilidad, se ha sugerido que el problema se debe mas al aumento de Mo
que a la deficiencia primaria de Cu®*’®. Existen informes que sefialan a la
hipocuprosis como causa directa de problemas en la fertilidad'®”. Entre los
efectos adversos esta la alteracion de la duracion det ciclo estral, liegando a

veces al anestro, ovarios quisticos, ovulacién alterada, retrasos en la pubertad,
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reduccién de los indices de concepcion®'®'®

. Es necesario profundizar los
estudios con relacién a fertilidad y Cu.

Acromotriquia. El Cu es necesario en la sintesis de la polifenil oxidasa,
tirosinasa. Esta enzima es utilizada en la transformacién de la tironina en
melanina y dopamina. La melanina es responsable de proporcionar el color a
la piel y e pelo®”'*. Se describe que pelajes de color negro se tornan rojizos,
mientras que pelajes rojos adquieren un aspecto amarillento®. En el caso de
lanas negras puede blanquearse, mientras que lanas de color oscuro tornan a
tonos mas palidos.

Mala estructura de lana. El aspecto normal de la lana esta relacionado en
forma importante por los grupos disulfuro que presenta la queratina™'®. Se
necesitan enzimas Cu-dependientes para realizar la transformacion de grupo
sulfhidrilo a disulfuro. La lana de animales deficientes en Cu pierde el rizo, se
observa aspera, sin brillo y se desprende facilmente®.

Claudicacién. La enzima lisil oxidasa es responsable de formar las cadenas
polipeptidicas de colageno, el cual es importante para una adecuada
conformacion del cartilago y del hueso. Otros problemas asociados son
fracturas, inflamaciéon de articulaciones en miembros, endurecimiento de
articulaciones®®. También el defecto en la queratina produce ufias blandas y
alteradas™.

Ataxia enzootica (necrosis neuronal y degeneracion Walleriana). Al estar
disminuida la actividad citocromo oxidasa, la sintesis de fosfolipidos es
inadecuada y éstos son esenciales para la apropiada formaciéon de mielina a
nivel de sistema nervioso central. Este problema principalmente se ha descrito
en borregos recien nacidos de madres que han desarrollado hipocuprosis
cronicas®®?,

Diarrea. Frecuentemente observada en hipocuprosis secundaria por exceso de

Mo, sin embargo en cualquier deficiencia se presenta. Se mencionan dos

mecanismos generales atribuidos a esta alteracion. El primero es una atrofia
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acinar pancreatica debida a la excesiva peroxidacion de los lipidos de
membrana y la infiltracion de proteasas séricas. El segundc mecanismo es una
alteracion en la conformacién de la mucosa intestinal. La lisil oxidasa participa
en la conformacién de coldgenc y elastasa, su deficiencia causa una mala
conformacion del tejido. Ademas la disminucion de citocromo oxidasa
promueve la atrofia de vellosidades®*'%%,

Predisposicion a enfermedades infecciosas. Hay diversos procesos que
desarrollan inmunodepresion en los animales. Los leucocitos son dependientes
de la SOD para tener un funciocnamiento optimo, la disminucién de esta enzima
reduce la vida media de estas células. La citocromo oxidasa es necesaria para
la actividad fagocitica. Durante las hipocuprosis por exceso de Mo o Fe, el
efecto adverso es mas marcado que en las deficiencias primarias®®.
Afecciones cardiovasculares. Al disminuir las concentraciones de dopamina y
particularmente de noradrenalina, el endotelic vascular y cardiaco se afectan;
ademas, la disminuciéon de colageno dificuita el buen funcionamiento de los
vasos sanguineos™.

Crisis hemoliticas. Cuadro semejante a la hemoglobinuria posparto, la
deficiencia de SOD provoca una oxidaciéon del eritrocito y su consecuente
destruccion prematura. Ademas la afectacion de la membrana eritrocitica
provoca lisis por activacion esplénica™.

Ulceras abomasales. AUn no se conoce con precisién la patogenia: se ha
sugerido que al disminuir la inmunidad, existe proliferacion de microflora
oportunista, incluido el Clostridium perfringens, aunado a una estasis ruminal e
intestinal generada por los defectos en la produccién de elastina y colageno™.
Policencefalomalacia. Bajas concentraciones Cu afectan el metabolismo
normal de la tiamina, porque se producen analogos de la tiaminasa, los cuales
bloquean la oxidacion del piruvato®.

Mala condicion corporal y fallas en el crecimiento. Consecuentes a las

diferentes alteraciones antes descritas'®.
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- Muerte subita. Se piensa que es la suma de los factores anteriores, pero en
forma particular se atribuye una falla cardiaca como la causa mas

importante®?®,

En las cabras, los efectos generales de hipocuprosis son similares a los
observados en bovinos®**'; siendo mas evidentes los signos de ataxia enzodtica®,
ademas se describe la presentacion de abortos®.

En forma directa o indirecta las alteraciones antes descritas causan
descensos en la produccion de leche, nimero de partos o ganancia de peso, que
representan la repercusion econdmica ultima y fundamental, para justificar el

estudio de la hipocuprosis.

Diagnodstico del estado de Cu en animales

El diagnostico del estado de Cu es particularmente dificil, porque involucra
muchos factores, incluyendo los antagonistas de este elemento.'**. Actualmente
se emplea con mayor frecuencia la determinacion de la concentracion de Cu en
plasma/suero y en tejido hepatico para identificar su deficiencia®®.
- Concentraciones sanguineas de Cu
La evaluacion del estado de Cu en el organismo puede hacerse mediante la
determinacion del Cu en plasma o suero sanguineo de los animales®*®. Los
valores de referencia para el Cu plasmatico en bovinos son de 11 a 18 umol/L (70-
120 pg/dL)*®. En cabras existen diferencias entre autores pero los rangos se
encuentran entre 8 a 24 umol/l (50 y 150 ug/dL)**%. Sin embargo se ha
observado que este método es poco confiable, debido a que en muchas
ocasiones, animales con deficiencias de Cu pueden tener cupremias dentro de
rango, ya que los tejidos en donde normalmente se acumula siguen enviando sus
reservas de Cu a la circulacion. Por ofro lado, animales con intoxicacion cronica
| por Cu pueden tener acumulacién excesiva principalmente en el higado y los

niveles séricos encontrarse dentro de rangos de referencia®*.
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- Concentraciones de Cu en tejido hepatico

El higado es el principal 6rgano de deposicién y reserva de Cu en el organismo™.
Por esta razon se ha descrito la determinacion del contenido de Cu en el higado
como la técnica mas precisa para determinar la concentracion corporal de Cu**,
obteniendo muestras del érganc ya sea por medio de biopsia, necropsia o a nivel
de rastro***“°. Con la digestion de tejido se efectda la determinacion de los dtomos
de Cu por medio de espectrofotometria de absorcion atdmica®. Sin embargo, esta
técnica presenta algunas complicaciones para ser una practica rutinaria, ya que
debe realizarse con agujas de calibres 14G o mayores y minimo de 12 ¢cm de
longitud, siendo un método muy invasivo. Otra dificultad es la renuencia de los
propietarios para permitir tomar muestras en animales vivos o los problemas que
hay para acceder a los animales o los productos en los rastros. También son
pocos los laboratorios que pueden realizar estas determinaciones®*. Suttle®
describe que la concentracion del Cu en higado es mas un criterio sobre las
reservas existentes, que un indicador de deficiencias.

- Concentraciones de Cu en otros tejidos u organos

Se han empleado otros 6rganos y tejidos para la evaluacion corporal del Cu como
el rifdn, bazo, pelo y lana’. Sin embargo estas determinaciones son poco
eficientes. El Cu en lana o pelo esta influido por varios factores como longitud de
la fibra o estacionalidad®. Suttle*' demostrd que no existe relacion confiable de las
concentraciones de Cu entre el higado y el pelo o la lana.

- Determinacion de sustancias con Cu en su molécula

Otras formas que se han establecido para conocer el comportamiento del Cu en el
organismo es la medicién de actividad o concentracion de enzimas que contienen
Cu en su molécula. Entre ellas se encuentran la Cp, la citocromo-oxidasa y la

SOD de los eritrocitos®?42,
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Ceruloplasmina

La Cp es una o,glucoproteina que contiene 8 atomos de Cu en cada
molécula y su peso molecular medio es aproximado a 134,000%. Se sintetiza en
los hepatocitos tomando el metal a partir de la metalotioneina. Esta enzima tiene
una vida media aproximada de 37 h en bovinoy 70 h en ovino'®, los valores de
referencia determinados por Wikse et al. en bovinos son de 200 a 400 pmol/L (10
a 20 mg/dL)’. Evans y Wiederanders* refieren valores de 530 umol/L (26.5 mg/dL)
como promedio para borregos. No se conocen informes sobre valores de
referencia en cabras. A esta proteina se le ha caracterizado una doble funcién. Es
el principal transportadér de Cu en el organismo, aproximadamente et 80 - 95 %
del Cu circulante se encuentra unideo a la Cp'>". Las células que requieren de Cu
para sus procesos vitales lo obtienen a partir de esta molécula. Por otro lado, es
una enzima con actividad oxidasa sobre sustratos como poliaminas y polifenoles.
La Cp cataliza la conversién del hierro, al oxidarlo del estado ferroso al estado
férrico a nivel de superficie celular, por éste recibe el sindnimo de ferroxidasa'>®.
Este mecanismo es. el que justifica la aparicion de anemia en los animales
deficientes en Cu.

La Cp no puede ganar o perder atomos de Cu en circulacion. Se considera
que el elemento esta en proporcién no dializable cuando se une a la Cp y en
proporcion dializable cuando esta ligeramente unido a albimina. En estados de
hipocuprosis se forma una apo-Cp con secuencia de aminoacidos idéntica pero
sin actividad oxidasa®*. Es necesario que la Cp entre a las células para transferir
sus atomos de Cu. Las células requieren un atomo del elemento para formar
enzimas como monoamino oxidasa, diamino oxidasa o ascorbato oxidasa®.

La enzima Cp es una proteina de fase aguda, su concentracion plasmatica
se eleva durante procesos inflamatorios. Una posible funcion en esta circunstancia
es prevenir la peroxidacion lipidica y la produccién de radicales libres®. Entre las
causas de elevacion de la Cp en las especies domésticas estan las infecciones

agudas y cronicas, linfosarcomas, neoplasias malignas, infartos de miocardio,
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enfermedades hepaticas, artritis reumatoide e hipertensién, con la consecuente
hipercupremia®.

La Cp tiene fracciones de acido sidlico en las terminales de algunas
cadenas de oligosacaridos. El mecanismo de depuracion de la enzima es
mediante la remocién de la circulacion por parte del hepatocito una vez que han
perdido esas fracciones de acido?®.

Algunos autores han indicado que las concentraciones plasmaticas de Cu y
Cp estan directamente relacionadas, la disminucion en la actividad de Cp
manifiesta deficiencia de Cu, mientras que una actividad incrementada de Cp
puede indicar una acumulacion excesiva de Cu®*®. Sin embargo, otros autores
consideran que esta relacién no es un reflejo confiable del estado de Cu'®*. Una
de las causas que se argumentan es que por ser la Cp una proteina de fase
aguda, su produccion se incrementa por causas diversas ya descritas® ademas de
estados de hipercuprosis. Ofra razén es el hecho de que ia Cp se relaciona con
las concentraciones de Cu en higado, mientras que el Cu plasmatico esta influido
por otros factores como el ingreso en la dieta™.

Telfer et al.*® han indicado que es posible hacer un diagnéstico preciso
sobre el estado de Cu en el organismo determinando la relacion que existe entre
Cu y Cp en el plasma sanguineo. Este metodo plantea la posibilidad de establecer
una tecnica rapida y relativamente sencilla, empleando metodos poco invasivos

para la obtencion de muestras®’*°

, Sin tener que recurrir a la biopsia hepatica. Es
importante profundizar en el estudio de esta técnica y evaluar su confiabilidad®.
En el mundo existen diferentes investigaciones sobre la presentacion de
hipocupremia en rumiantes'®?"*®, Sin embargo, no se han podido establecer
métodos de diagndstico sencillos y precisos para este problema.
Es necesario efectuar el diagnostico exacto, reconocer los mecanismos vy el
grado de hipocupremias que se presentan en diferentes poblaciones productoras

de leche en México, con la finalidad de establecer recomendaciones terapéuticas
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y preventivas, que reduzcan las pérdidas economicas generadas por estas

deficiencias'®4%4®,
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HIPOTESIS

El estado del cobre en rumiantes se puede determinar al determinar la

concentracién de cobre y ceruloplasmina en plasma sanguineo, asi como la

relacion ceruloplasmina:cobre.

OBJETIVOS

1.

Empleando a la cabra como modelo para rumiantes, determinar la
concentracion plasmatica de cobre y ceruloplasmina, asi como la relacion
ceruloplasmina:.cobre durante induccion de hipocuprosis secundaria por

administracion de molibdatoc de amonio.

. Obtener valores basales de la concentracién plasmatica de Cp en cabras.

3. Determinar el estado de cobre de vacas lecheras con base en la determinacién

de las concentraciones plasmaticas de cobre y ceruloplasmina relacionandolas

a la concentracion hepatica de cobre.
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MATERIAL Y METODOS
Para cumplir los objetivos planteados, la investigacion se dividié en 2

estudios.

Estudio sobre concentracion de cobre v ceruloplasmina en cabras

El experimento se realizé en el area de pequefios rumiantes del Centro de
Ensefianza Practica e Investigacion en Produccién y Salud Animal (CEPIPSA), de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, ubicado Topilejo,

México, D.F. a una altitud de 2800 msnm.

Animales

Se utilizaron 18 cabras criollas entre 5 y 7 meses de edad, con un peso
corporal promedio de 17.6 kg. Las practicas de medicina preventiva que se
realizaron fueron la administracion de vitaminas A, D y E®, desparasitacion interna
contra nematodos® y externa contra artrépodos® al momento del destete. EI
rebafo se mantuvo libre de brucelosis segun las pruebas serolégicas

Se dividieron en 2 grupos de animales clinicamente sanos, con la dieta

siguiente:

Alimento % de inclusién en la dieta en MS
Heno de alfalfa 58.99

Ensilado de maiz 3.98

Paja de avena 23.08

Concentrado comercial a base de granos 13.95

MS = materia seca. Contenido aproximado de Cu = 13 ppm.

La composicién gquimica de los alimentos se describe en el Cuadro 1.

* Aderovet. Roussel-Hoechst, México.
9 Valbazen 2.5. Smith Kline & French, México
@ Tiguvon Spot-on. Bayer de México, México
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El grupo testigo (n=6) recibi¢ la dieta descrita, al grupo experimental (n=12),
adicionaimente se le proporcion6é un exceso de Mo en forma de molibdato de

amonio, 4-Hidrato, cristal [(NH,);Mo,0,,#4H,0] en capsulas de gelatina.

Administracién del molibdato de amonio

Con objeto de inducir hipocuprosis secundaria por formacién de TM, se
preparé una mezcla de 48.75% de (NH,)sMo,0,,, v 51.25% de fécula de maiz, se
llenaron capsulas de gelatina con 500 mg de esta mezcla. Cada cabra recibié por
via oral 2 capsulas 3 veces por semana durante 9 semanas, resultando una
administracion media de 100 ppm del elemento por dia en relacion con la materia
seca (MS).

Para constatar la disponibilidad del (NH,)6Mo,0,, en el rumen de acuerdo
al método, se realizé una prueba de desaparicion de las capsulas in situ. En el
Centro Nacional de investigacion en Fisiologia y Mejoramiento Animal
(CENIFyMA) del INIFAP, ubicado en Ajuchitlan, Qro., se emplearon 4 cabras con
canula ruminal. Se introdujeron al rumen, a través de la canula, 2 bolsas de nylon
(11 X 5 cm, poro de 50 um) con 4 capsulas cada una en los siguientes tiempos 0,
2,4,6,12, 18, 24 y 36 h. Se observo el animo y el apetito de los animales durante
este tiempo. Las bolsas se pusieron a peso constante mediante secado, se
pesaron antes y después de introducir las capsulas. Al retirarse las bolsas del
rumen después de la permanencia in situ, se lavaron con agua corriente
incluyendo las correspondientes a las 0 h. Se volvieron a poner a peso constante
y se pesaron nuevamente. Se determind la desapariciobn de las capsulas en
funcién a las diferencias de peso de las bolsas antes y después de la introduccion

al rumen.
Obtencion, manejo y analisis de muestras sanguineas

Se tomaron muestras de sangre a partir de vena yuguiar en tubos de vidrio

con vacio y heparina sodica (vacutainer®) a las 0, 3, 6 y 9 semanas de iniciado el
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tratamiento. Las muestras se centrifugaron a 1200 g durante 10 min en un tiempo
maximo de 2 h después de haber sido tomadas, el plasma obtenido fue separado
y congelado a —10 °C hasta el analisis. En las muestras de plasma se determind
la concentracién de Cu y de Cp en ambos grupos a las 0 y 3 semanas; por
limitaciones econdmicas, a las 6 y 9 semanas de tratamiento se determiné la
concentracion de Cp sélo en grupo experimental. La determinacion de la
concentracion de Cp se realizé mediante la técnica de nefelometria®® en un equipo
automatizado Array Protein System, mod. 7571. La determinacién de la
concentracion plasmatica de Cu se realizdo en un espectrofotdometro de absorcion
atomica, mod. 3110". Con los valores obtenidos de Cp, expresada en mg/dL, y
Cu, expresado en umol/L, se obtuvo la relacion entre Cp y Cu (Cp:Cu) aplicando
la formula descrita por Telfer et al*®. Relacion Cp:Cu = Cp=Cu. Con los valores de
esta relacién se busco obtener un dato confiable para la identificacion precisa del
estado de Cu en los animales.

Adicionalmente, con el objeto de evaluar el estado general de salud de los
animales y buscar posibles relaciones metabdlicas del Cuy la Cp, alas Oy 9
semanas se determind en el plasma sanguineo la urea con la técnica de Talque y
Shuber™, proteinas totales por reaccion de biuret”™”, albimina mediante formacion
de complejos con verde de bromocresol™, calcio (Ca) por formacion de complejos
con Arsenazo I, fosfore (P) inorganico mediante reaccién con molibdato de

annr

amonio” y las actividades de aspartato-aminotrasferasa (AST) por conversion de
o-cetoglutarato + L-aspartato en L-glutamato + oxalacetato, y conversion
secundaria de oxalacetato + NADH' + H' en malato + NAD" 7~ y gamma-

glutamiltransferasa (GGT) por conversion de y-glutamil-p-nitroanilida + glicilglicina

" Beckman, Brea, Ca, USA.

“ Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA.

™ King Diagnotics Inc. Indiana, USA.

" Diagnostic Chemicals Limited, Charlottetown, Can. Reaccién de punto final.
"™ Diagnostic Chemicals Limited, Charlottetown, Can. Reaccion cinética.
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en p-nitroanilina + L-y-gIutamilglicilglicina""'. Estas determinaciones bioquimicas
se realizaron en un espectrofotometro™

También se tomaron muestras de sangre de vena yugular en tubos de
vidrio con vacio y sal tripotasica de acido etilendiaminotetraacético para realizar
determinacion de hematécrito (Ht) y leucocitos totales (LT) empleando técnicas
manuales®. Las proteinas plasmaticas (PP) se determinaron mediante
refractometria.

Previo a cada muestreo, en los animales se realizé la evaluacién de la
frecuencia respiratoria por inspeccion, frecuencia cardiaca por auscultacion y de la
temperatura rectal con termdémetro. Los animales se observaron
permanentemente, especialmente con relacion a apetito y aspecto de las heces,

con objeto de relacionar posibles alteraciones digestivas.

Estudio de la concentracion sérica de ceruloplasmina y cobre y hepatica de

cobre en vacas lecheras

En el rastro municipal de Tlanepantla, Estado de México, se seleccionaron
20 vacas lecheras que habian sido desechadas por baja produccion. A éstas se
les realizé un examen fisico general incluyendo frecuencias respiratoria y cardiaca
por auscultacién y temperatura rectal con termémetro. Antes del sacrificio se les
tomaron muestras de sangre de la vena coccigea en tubos de vidrio con vacio sin
aditivos. Los tubos se centrifugaron a 1200 g durante 10 min dentro de las
siguientes 2 h después de la toma de las muestras. El suero se transfirié a otros
tubos y se congeld a —10 °C hasta su analisis. Entre los 15 min posteriores al
sacrificio de los animales se obtuvieron muestras de higadc del borde ventral del
l6bulo derecho y se conservaron en congelacion a —10 °C hasta el analisis.

En el suero sanguineo se determinaron la concentracion de Cp y Cu con

los mismos metodos descritos para cabras. Aplicando la férmula mencionada en

aeadn

Cobas-Mira, Roche. Switzerland.
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cabras y con el mismo objetivo que en ésas, se obtuvieron los valores de la
relacion Cp:Cu. En las muestras de higado se determiné la concentracién de Cu
bajo el siguiente procedimiento: Se colocaron las muestras de higado en charolas
individuales, se pesaron y secaron en estufa a 105 °C por 48 h hasta alcanzar
peso constante®™, se pesaron nuevamente y se sometieron a incineracion en mufla
a 550 °C durante 48 h. La ceniza se digirid6 con acido nitrico y se preparé una
dilucion final 1:100. La determinacion de Cu se hizo en un espectrofotémetro de
absorcion atdmica Perkin Eimer Mod. 31107, El resultado se expresé en pmol/g de

materia seca (MS). Ademas se determinoé el porcentaje de humedad del tejido.

Analisis estadistico

Estudio en cabras - Para las determinaciones de Cu y Cp vy la relacién Cp:Cu, se
realizaron andlisis de varianza por medioc de modelos lineales generalizados
(MLG), utilizando un disefio para muestras repetidas. Las concentraciones de Cu
se compararon en los diferentes muestreos del grupo experimental y el grupo
testigo. Con objeto de inferir la relaciéon existente entre las concentraciones de Cp
y Cu en el plasma sanguineo se obtuvieron los coeficientes de correlacién entre
estas concentraciones para cada muestreo del grupo experimental, asi como los
mismos coeficientes en los grupos testigo y experimental en la semana 0. Las
comparaciones entre promedios se llevaron a cabo por minimos cuadrados para
las variables de respuesta. La determinacién de Cp y la relacién Cp:Cu se
compararon entre las 0 y 3 semanas de tratamiento para los grupos experimental
y testigo.

Se realizaron pruebas de T de Student para cada uno de los analitos
bioquimicos y hematologicos (urea, proteinas totales, albumina, Ca, P inorganico,
AST, GGT, Ht, LT y PP). Se describio previamente que la Cp es una «,-globulina,
por este motivo se hizo un anadlisis de correlacion a fin de comparar |a
concentracion de Cp y de globulinas totales en ambos grupos en {a semana 0 y en

el grupo experimental a las 9 semanas de tratamiento.
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Estudio en .vacas.- Se obtuvieron las estadisticas descriptivas: media Yy
desviacion estandar, asi como los coeficientes de correlacion entre los valores de
las concentraciones de Cu en suero, Cp en suero y Cu en higado.

Los analisis estadisticos se efectuaron aplicando el programa

computacional SAS*,
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RESULTADOS
Estudio de la concentracion plasmatica de Cu y Cp en cabras

Durante el proceso de desaparicion in situ de las capsulas, el animo y el
apetito de los animales fue normal, no se observaron signos clinicos indicativos de
compromiso de salud. El comportamiento de la tasa de desaparicion de materia
de las capsulas de gelatina se observa en la Figura 1. A partir de las 2 h de
digestion intraruminal se observo una desaparicion del 95.39% del material de las
capsulas y se mantuvo casi constante hasta las 36 h en que termind el
experimento. Con base en esta desaparicién, se pudo inferir una disponibilidad
completa del (NH,)};Mo,0,, a nivel ruminal.

A lo largo de las 9 semanas, los animales en el experimento estuvieron
clinicamente sanos, no se observo aspecto anormal en las heces. Sélo una cabra
del grupo experimental presentd secrecion nasal y tos. Se le diagnostico rinitis y
laringitis catarral. El animal fue aislado, se le aplicd oxitetraciclina durante 4 dias,
se recuperod y continué dentro del experimento.

El consumo estimado de alimento por cabra por dia fue de 0.935 kg de
materia seca. Los animales recibieron en la dieta 13 ppm de Cu diariamente, y la
relacion Cu:Mo fue menor de 0.13 dividiendo el consumo semanal de Mo a partir
de (NH,);Mo,0,, entre 7 dias.

El rango de la concentracion de Cu en el plasma de las cabras antes de
iniciar el tratamiento fue de 10.92 a 29.42 umol/L (69.38 a 186.91 ug/dlL), a lo
largo de los diferentes muestreos, los valorés se encontraron entre 14.17 y 21.67
pmol/L (90.0 a 137.7 ug/dL). Se presento efecto en la interaccion entre los grupos
y los muestreos (grupo*muestreo) (p=0.0147). En la Figura 2 se presentan los
valores medios de Cu en cada muestreo, se aprecia gue hubo cruzamiento de las

lineas. Esta situacion indicoé que el comportamiento de la concentracion de Cu en
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los grupos experimental y testigo durante el experimento fue independiente al
tratamiento.

El rango obtenido como referencia para Cp al inicio del experimento fue de
136.4 a 847.0 umol/l. (6.82 a 42.35 mg/dL). En este caso, no se encontraron
valores de referencia en cabras en la literatura. Estos valores son mas amplios a
los descritos en bovinos por Wikse (200 a 400 pmol/L)°. El valor medio
determinado fue 463.2umol/L (23.16 mg/dL), que es aproximado a los 530 pmol/L
(26.5 mg/di.) que Evans y Wiederanders* informaron para borregos. En el analisis
para la concentracién plasmatica de Cp no se cbservd diferencia significativa
entre las medias por el muestreo de las semanas 0 y 3 (p=0.1800). Esto indica
que los cambios en la concentracién de Cp de la semana 0 a la semana 3 no
fueron significativos. No se detecto interaccion muestreo*grupo (p=0.6244), o sea,
que no se determinaron cambios a lo largo de los muestreos, relacionados con la
pertenencia al grupo testigo o a grupo experimental.

La correlacion entre las concentraciones medias de Cu y Cp de todos los
animales en el muestreo en la semana 0, fue no significativa (r=-0.1945,
p=0.4544), por lo cual no se aprecia que los valores basales de Cu y Cp antes del
tratamiento tuvieran una asociacion entre ellos. En el grupo experimental, no se
encontraron correlaciones significativas (p>0.05) entre las concentraciones de Cu
y Cp en cada muestreo, con excepcién de la semana 9 (r=0.6085, p=0.0357). Los
valores de correlacion y su significancia estadistica para estos analitos en los 4
muestreos se presentan en el Cuadro 2.

En el Cuadro 3 se presentan las medias de la relacion Cp:Cu obtenidas en
los muestreos de las diferentes semanas. Mediante los analisis de varianza de los
valores de la relacién Cp:Cu no se encontré diferencia estadistica entre los
muestreos del grupo experimental (p=0.1712). Esto indicé que no existieron
diferencias en los valores de relacion Cp:Cu asociados al tratamiento o a los

diferentes muestreos. Tampoco se observé efecto de muestreo (p=0.1109), ni de
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interaccién muestreo*grupo (p=0.2399) al comparar el grupo testigo contra el
grupo experimental en las semanas 0 y 3.

Los valores obter}idos de Cu indican que no se logré inducir hipocupremia.
En conjunto con los resultados de Cp plasmatica y la relacion Cp:Cu no fue
posible identificar un estado de hipocuprosis en las cabras.

Los analitos de bioquimica y del hemograma no mostraron diferencias
significativas entre los muestreos de las semanas 0 y 9 (p>0.05). Solo el
fibrindgeno disminuyod significativamente (p=0.033) de la semana 0 a la semana 9
al comparar todos los animales. En ambos muestreos los valores individuales de
fibrindgeno y el promedio estuvieron dentro del rango de 1 a 4 g/L. No hubo
diferencias significativas (p>0.05) en las concentraciones de globulinas entre las 0
y 9 semanas. En el muestreo de la semana 9, se presentod significancia estadistica
(p=0.001) entre las medias de globulinas del grupo experimental y el grupo
testigo. La correlacién entre las concentraciones ‘plasméticas de globulinas y Cp
solo resulté significativa en la semana 9 (r=-0.737, p=0.0053). En el Cuadro 4 se
presentan los valores medios de la concentracién plasmatica de globulinas y

fibrindgeno.

Estudio de las concentraciones séricas de la ceruloplasmina y el cobre y la
concentracion hepatica de cobre en vacas lecheras

Al examen fisico todas las vacas incluidas en el estudio presentaron
constantes fisiologicas (frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca y temperatura)
dentro de valores de referencia antes del sacrificio. Cinco vacas presentaron
hiperemia ligera en la zona de la corona en miembros posteriores, pero no
mostraron signos de claudicacion.

Las medias de las concentraciones fueron: Cp en suero sanguineo, 338.4
pmol/L (16.92 mg/dL) y Cu en suero sanguineo, 14.18 pmol/L (90.09 pg/dL). EI
calculo de la relacion Cp:Cu fue de 1.30 +0.72, sélo 3 vacas tuvieron valores

superiores a 2.0.
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Al momento de tomar la muestra de tejido hepatico se hizo una inspeccién
general de la viscera buscando hallazgos de alguna alteracién. En ningin caso se
observaron cambios patoldgicos. La concentracion media del Cu en higado fue de
3.95 pmol/g de MS (251.08 mg/kg). La humedad en el tejido hepatico fue de 72.75
12.65 %.

En el Cuadro 5 se muestran los andlisis de varianza correspondientes a las
correlaciones entre la Cp y el Cu sérico y el Cu hepatico. Estos datos no muestran

que exista asociacion entre los tres analitos.
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DISCUSION

Existen muchas referencias sobre las deficiencias de Cu en el mundo®®",
Wikse® mencioné a la hipocuprosis como la segunda deficiencia de importancia
clinica en rumiantes. Da Silva et al.>* determinaron las deficiencias minerales mas
frecuentes en ovinos y bovinos de Brasil y en 7 regiones de 4 estados del pais,
sefialaron deficiencias de cobre en ambas especies. En México no existen datos
precisos sobre la distribucion y la prevalencia de estas deficiencias en rumiantes.
Avila et al.* observaron fa deficiencia de Cu en vacas lecheras del altiplano
mexicano. Teniendo una técnica sencilla y confiable para la deteccién de
deficiencias de Cu en Meéxico, se podra mejorar el conocimiento sobre la
distribucion y prevalencia de este padecimiento.

Los rumiantes en su mayoria tienen una alta capacidad de almacenaje de
Cu en el higado®. El metabolismo del Cu se comporta de manera semejante entre
las diferentes especies de rumiantes domésticos, a excepcion de los borregos,
que tienen una predisposicidn alta a sufrir intoxicacién con Cu.® Por estas
razones se decidio utilizar a la cabra como modelo experimental para buscar una
alternativa diagndstica confiable y practica para detectar deficiencias de Cu.

Se han utilizado capsulas de gelatina como método de administracion de

sustancias en rumiantes®**

, pero no se encontré informacidn sobre el tiempo de
destruccion de éstas por parte de las bacterias ruminales o su disolucion en el
medio ruminal. La curva de desaparicion de las capsulas en el rumen indico que la
desaparicion se efectué en un tiempo adecuado (menos de 2 h), por lo cual existe
cierta seguridad de que la forma de administracién dié oportunidad a la liberacion
del (NH,);Mo0,0,, para dar paso a la potencial formacién de los TM de Cu.

En todos los muestreos las concentraciones plasmaticas de Cu y Cp se
encontraron dentro de los valores de referencia obtenidos a partir de las
concentraciones determinadas en la semana 0 en todos los animales. El rango

obtenido para el Cu antes del tratamiento, 10.78 a 23.04 pumol/L, fueron similares
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a los descritos como referencia de otros autores (8 a 24 umol/L)**". Lo anterior
indico que no existi®6 hipocuprosis demostrable a través de los analitos
determinados en plasma sanguinec de cabras. Los valores de Cp

La interaccidon muestreo*grupo mostré que las concentraciones de Cu
tuvieron un comportamiento independiente a que fueran valores del grupo testigo
o del grupo experimental, esto es, que no hubo un efecto directo de la aplicacion
de (NH,);Mo,0,, sobre el Cu plasmatico.

Las correlaciones entre las concentraciones de Cu y Cp en los muestreos
de las 3, 6 y 9 semanas indicaron que no existe una relacion muy directa entre
ambos analitos, esto indica que el determinar alguno de ellos, no puede utilizarse
como indicador de la concentracion plasmatica del otro. Para identificar estados
de hibocuprosis no es adecuado inferirlo a través de los valores de Cp plasmatica
ya que ésta puede variar por factores distintos a la acumulacién de Cu en los
tejidos®.

La suplementacion de (NH,);Mo,0,, no causo6 la variacién plasmatica de Cu
esperada. No se puede relacionar la ausencia de hipocupremia con las cantidades
de Cu suministradas en el alimento, ya que la dieta se mantuvo sin variacion
durante todo el experimento.

Se consultaron distintas referencias sobre induccién de hipocuprosis en
rumiantes. La dosis mas aita de 100 ppm de Mo por dia fue empleada por Sharma
y Parihar®®. El protocolo empleado por elloé fue una administracién diaria en forma
de solucién rociada sobre el alimento. Aunque en el presente trabajo se asegurd
la disponibilidad del (NH,)sMo,0,, en el rumen, es posible que la dosis de 233 ppm
de Mo 3 veces por semana no fuera suficiente para lograr un efecto significativo
para inducir hipocupremia. Algunas razones que pueden habér influido son, el
tiempo empleado para inducir la hipocuprosis, el tiempo que el Molibdeno estuvo
en el rumen no fue adecuado para obtener ia induccion, o la proporcion de otros

metales en el medio ruminal interfirieron con la formacién de los tiomolibdatos.
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Gooneratne' describid que durante la induccién de hipocuprosis por
presencia de TM, existe disminucién de ia concentracion de Cu en el higado
frecuentemente acompafiada de un incrementb en la concentracion de Cu
plasmatico, progresivamente el Cu. plasmético tiende a disminuir. No se
especificaron los tiempos en que suceden estos fenémenos. Bremner y Young™
trabajando con borregas, observaron que al suplementar con Mo o Moy S en la
dieta, existio una disminucién de las reservas hepaticas de Cu, pero éste se
incremento ligeramente en rifién. En su trabajo, la reserva total de Cu a las 30
semanas disminuyd, sin embargo refirieron que durante el proceso, Ia
concentracion de Cu en sangre tendid a incrementarse ligeramente sin afectar los
valores de Cp solamente cuando existio administracion simultanea de Mo y S. El
aumento mas importante estaba en el Cu unido a la albamina.

Sharma y Parihar® al inducir hipocuprosis con (NH,);Mo,0,,, observaron un
incremento en la concentracion de Cp a las 12 semanas. La tendencia a aumentar
continud hacia las 16 semanas de tratamiento. A las 13 semanas, el Cu
plasmatico también incrementd su concentracion. En este trabajo se presentaron
incrementos similares a las 6 semanas de tratamiento. Phillippo et al.®
describieron una situacién similar en vacas que recibieron dosis altas de Mo en la
dieta, a las 18 semanas se observé un incremento en la concentracion plasmatica
de Cu, después de haberse presentado disminucién progresiva de este elemento.

El comportamiento irregular del Cu durante la induccidn de la hipocuprosis

81y a un cambio

por efecto de TM se asocia a una redistribucién del Cu hepatico
en las proporciones de las proteinas que contienen o transportan Cu en el
plasma'®. La presencia de TM en circulacién, causa que el Cu absorbido en
intestino y unido para su transporte a ia albumina no pueda ser adecuadamente
introducido al hepatocito. Ademas, dentro del hepatocito existe una disminucion
de la metaiotioneina, permitiendo la liberacién de su reserva de Cu®'.

Mason et al.*® observaron que mediante la administracion intraduodenal de

TM2 y TM3 se presentd una disminuciéon en la actividad oxidasa de la Cp en los
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primeros 60 min posadministracion. Sin embargo habia una recuperacion de la
actividad transcurridas 4 a 6 h. La reduccion en la actividad de Cp es un efecto
temporal y reversibie®. Mason et al.® no hicieron un seguimiento bajo
administracién crénica para determinar los efectos sobre Cp en tiempos
posteriores. En el presente trabajo se determind la concentracién total de la Cp
independientemente de su actividad. Existen trabajos donde se utilizé la actividad

34,84

de la Cp como indicador de hipocuprosis®*®*, mientras que otros emplearon los

valores de su concentracién con el mismo objetivo'™*.

Es probable que la
actividad y concentracién de Cp tengan un comportamiento diferente sobre el
estado de Cu de los animales en presencia de TM en forma cronica.

Telfer et al.** describieron que la relacion Cp:Cu es un indicador de ia
presencia de TM en circulacibn que estan causando una disminucién en la
disponibilidad del Cu, adn cuando las concentraciones plasmaticas de Cu o Cp se
encuentren en rangos de referencia. Estos investigadores postularon que el valor
de la relacion Cp:Cu en los bovinos debe ser mayor a 2.0, por lo que
disminuciones de este valor tenian relacidn con la presencia de los tiomolibdatos
en sangre. No se pudo demostrar esta situacion en esta tesis. Los valores
maximos de la relacion Cp:Cu encontrados fueron de 1.33 £0.63 en el grupo
experimental en la semana 0. En este experimento no se pudo demostrar la
hipocuprosis mediante la determinacién de las concentraciones de Cuy Cp, y la
relacién Cp:Cu. Sin embargo el comportamiento de la concentracion de Cu a lo
largo de los muestreos es compatible a lo informado por diversos autores®®7:5
cuando existe presencia de TM en la sangre.

Es necesario mencionar que debido a limitaciones técnicas, se tuvo que
recurrir al uso de la técnica nefelométrica basada en una reaccion
antigeno:anticuerpo para determinar la concentracion de Cp. El anticuerpo
utilizado fue producido en cabra, lo cual implica que pudo presentarse una

reaccion cruzada parcial subestimando los valores reales de Cp. No se encontré
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ningin dato de equivalencia o relacién entre este método y determinaciones
espectrofotométricas.

Las globulinas en los muestreos de las semanas 0 y 9 estuvieron dentro de
valores de referencia®. Durante el muestreo de la'semana 9 hubo una correlacion
altamente significativa entre la concentracion de globulinas y de Cp en el grupo
testigo (p=0.0053, r=-0.737). Estos datos tienen poca relevancia para explicar e
comportamiento de la Cp en los animales tratados, ya que los vaiores estuvieron
dentro de rangos de referencia y las variaciones en la concentracion de globulinas
no se relacionan a un proceso inflamatorio o inmune¥. En las demas
comparaciones entre grupos y entre muestreos no hay correlacion estadistica
(p>0.05). A pesar de que la Cp es una proteina de fase aguda que se desplaza en
la banda de las a-globulinas, no existe correlacién constante de acuerdo a los
cambios en globulinas totales. La Cp no es la proteina de fase aguda de mayor
importancia en rumiantes, la haptoglobina es el mejor indicador en estas
circunstancias®. El fibrinogeno, al igual que la Cp, son proteinas de fase
aguda®™*®. A pesar de haberse encontrado mayores valores de fibrindgeno a las 9
semanas de tratamiento que al inicio del experimento, en ambos periodos
correspondio con el rango de valores de referencia®®.

Las determinaciones hematolégicas y bioquimicas fueron incluidas en este
estudio con el objetivo de evaluar el estado de salud y poder encontrar posibles
relaciones de estos con el metabolismo de la Cp. Los resultados observados en

cada uno de estos analitos, no aportaron informacion al respecto.

Las concentraciones plasmaticas de Cp y Cu se encontraron dentro de
rangos de referencia®®. La concentracion de Cu en higado varia segun diferentes
autores®***_ |a mayoria coincide en que deben encontrarse entre 0.47 y 4.72
umollg de MS (30 a 300 mg/kg)>. Mulryan y Mason* indican que las
concentraciones de analitos como el Cu y la Cp se mantienen en valores

adecuados, mientras el higado tenga al menos 0.47umol/g de MS de higado, y
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que sblo cuando la concentracion de Cu hepatico sea menor a 0.31 pmol/g (20
mg/kg) se presenta una hipocupremia importante. Abdeirahim et al.” demostraron
que no existen diferencias significativas en la distribucién del Cu en diferentes
areas del higado.

De acuerdo a los resultados obtenidos del Cu en suero, Cu en higado y Cp
en suero, todos los analitos se encontraron dentro de valores de referencia®®®,
por eso no se tuvieron indicios de hipocuprosis en los animales muestreados.
Para la evaluacion de Cu y de la Cp no existen diferencias en cuanto al empleo de
suero o plasma*. En este caso tampoco se observa que la determinacion de Cp y
Cu tengan una relacién directa, por lo que no es posible emplear la concentracion
sérica de Cp como indicador de hipocuprosis. Aplicando el criterio descrito por
Telfer et al.*® respecto a los valores de la relacion Cp:Cu, sélo 3 de 20 vacas
tuvieron valores superiores a 2.0, lo cual supondria presencia de TM en
circulacion en ia mayoria de las vacas estudiadas. Sin embargo ninguna de las
determinaciones individuales ayudaron a demostrar esta situacion,
particularmente las concentraciones de Cu higado. El porcentaje de humedad

determinado en el tejido hepatico correspondio a lo descrito por Graham?.

Se concluye que la concentracion, la via, la duracion o la forma utilizada
para administrar el (NH,);Mo,0,, en el experimento para inducir hipocuprosis en
las cabras no fue exitosa. No se demostrd que la administracion de (NH,);Mo,0,,
en cabras disminuyera las concentraciones de Cu y Cp en plasma. De acuerdo a
los resultados de Cp y Cu, no se determinaron deficiencias de Cu, por lo que no
se comprobd la utiidad de la relacion Cp:Cu para identificar estados de
hipocuprosis, especialmente por consumo excesivo de Mo.

En las vacas, no se demostré que el valor de 2.0 para la relacién Cp:Cu
propuesto para determinar deficiencia de Cu por presencia de TM en esta especie

sea valida. Es necesario seguir realizando estudios encaminados a encontrar
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metodos mas sencillos y de alta confiabilidad para la determinacion del estado de
Cu en los rumiantes.

Con la finalidad de obtener indicadores precisos sobre el uso de la relaciéon
Cp:Cu para el diagndstico de deficiencias de Cu en rumiantes recomienda que la
administracién de Mo en forma de (NH,);Mo,0,, se realice en forma mas continua,
ofreciéndolo cada tercer dia en lugar de 3 veces por semana, dosificando a 200
ppm de Mo en cada toma. Es necesario alargar el tiempo de tratamiento a 14
semanas minimo a fin de rebasar el periodo de adaptacion fisiolégica a la
disminucion en la absorcion de Cu. Debido a que existen dudas sobre la
efectividad del procedimiento utilizado para determinar las concentraciones de Cp,
es importante comparar este método con alguno que cuantifigue a la enzima por

su actividad oxidasa y no por su estructura antigénica.
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Cuadro 1. Composicién de los alimentos utilizados en la racién

. : Concentrado
Alimento Heno de Ens:laqo de| Pajade comercial a base de Total
alfalfa maiz avena
granos
% Materia seca 92 31 90 87
Medicion en base seca 100%
% PC (nitrogeno*6.25) 18.16 7.72 7.18 13.7 14.59
Extracto Etéreo % 2.89 5.23 1.61 5.06 2.99
Cenizas % 10.88 9.8 6.03 12.44 9.93
Fibra cruda % 18.70 36.12 34.80 9.69 22.44
Extracto libre de N % 48.37 41.14 50.04 58.10 > 38.41
TND % 65.62 65.29 67.00 78.57 > 52.27
ED kcal/kg (Aprox.) 2887.30 2878.48 2949.21 3463.97 > 2300.99
EM kcal/kg (Aprox.) 2372.28 12360.11 - 2422.10 2840.16 > 1889.54
Cobre ppm 9.8 7.0 3.0 12.0 Aprox. 13
PC. Proteina cruda
N. nitrodgeno

TND. Total de nutrientes dlgenbles

ED. Energia digerible

EM. Energia metabolizable

45




Cuadro 2. Correlaciones entre medias de las concentraciones plasmaticas de cobre y

ceruloplasmina en cabras del grupo experimental a lo largo de los 4 muestrecs y su probabilidad

estadistica®®.

Cobre Ceruloplasmina
Semana de 0 3 6 9 0 3 6
tratamiento
5 | 0680
0.132
0.451 0.023
Cobre 6.1 0240 | 0646
o | 0912 | 0409 | 0153
0036 | 0262 | 0439
o | 0844 | 0380 | 0.161 0.709
0.067 | 0294 | -0453 | -0.127
5 | 0799 | 0663 | 0686 | 0105 | 0712
Coruloolasming .0.082 | -0.141 | 0130 | 0.491 0.125
P g | 0690 | 0989 | 0556 | 0018 | 0242 | 0226
0129 | -0.004 | 0189 | 0666 | 0385 | 0.378
o | 0679 | 0063 | 0069 | 0036 | 0726 | 0636 | 0.107
0133 | 0551 | 0.541 0.608 | -0.120 | -0.153 | 0.488

Valor superior indica coeficientes de correlacion. Valor inferior indica la probabilidad de | r |
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Cuadro 3. Valores de la relacion cobre:ceruloplasmina en cabras con adicién de

molibdeno en la dieta

Grupo Experimental Grupo Testigo
Inicio del tratamiento 1.33 £0.63 1.12 £0.59
3 semanas de tratamiento 0.91 £0.40 1.05 £0.24
6 semanas de tratamiento 1.04 £0.34 N.D.
9 semanas de tratamiento 0.95 +0.22 N.D.

N.D. No determinadas
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Cuadro 4. Valores medios de las concentraciones de globulinas y fibrinégeno al inicio y

al final del tratamiento

Muestreo Fibrindgeno Globulinas
g/L g/L
Testigo 2.0+0.6 39.3+4.9
Semana 0
Experimental 1.7 £0.7 37.4 £5.0
Testigo 1.6 0.7 1 46.33 +3.88
Semana 9
Experimental 20106 37.5 +3.68
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Cuadro 5. Correlaciones entre concentraciones de ceruloplasmina plasmatica, cobre
plasmatico y cobre en higado de vacas lecheras y su probabilidad estadistica®®.

0.446

Cp en plasma X Cu en plasma -0.222
o 0.846

Cu en plasma X Cu en higado -0.060
' 0.255

Cu en higado X Cp en plasma -0.341

Valor superior indica coeficientes de correlacién. Valor inferior indica la probabilidad de [ r]
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Figura 1. Desaparicion de materia seca de capsulas de gelatina por digestién ruminal
in vivo, expresada en porcentaje.
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Figura 2. Valores medios de cobre plasmatico en cabras con y sin administracion de

molibdato de amonio en 4 muestreos diferentes.
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