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Reproduccién experimental de la deficiencia de cobre en
bovinos mediante el empleo de altos niveles de
molibdeno y sulfato en la dieta

Experimental copper deficiency in bovines induced by high molibdenum
and sulphur levels in the diet

Minatel', L., Underwood’, S.C., Postma’', G.C.,
Dallorso?, M.E. y Carfagnini’, J.C.

Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias, Area de Patologia
Universidad Nacional de Lomas de Zamora, Facultad de Ciencias Agrarias

Resumen

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un modelo experimental que reprodujera la deficiencia
de cobre (Cu) en bovinos, empleando altos niveles de molibdeno (Mo) y azufre (S) en la dieta.
Se utilizaron 12 terneros machos, con un peso promedio de 68 kg. Los terneros recibieron una
dieta base baja en Cu, consistente en grano de maiz partido, harina de pluma, paja de trigo y
un nucleo vitaminico-mineral sin Cu. Al cabo de 21 dias, los animales fueron divididos en dos
grupos: uno de los grupos recibié 9 mg adicionales de Cu/kg MS (grupo +Cu), mientras que al
otro grupo se le suministraron 11 mg de Mo/kg MS y S adicional, hasta completar 3 g de S/kg
MS (grupo +Mo). Durante el ensayo, que tuvo una duracion de 314 dias, los animales fueron
pesados y se les extrajeron muestras de sangre e higado peridédicamente cada 28 a 35 dias. Se
observaron diferencias significativas entre ambos grupos en: peso de los animales,
concentracion de Cu en higado, plasma y glébulos rojos, actividad de la enzima superoéxido
dismutasa en gldbulos rojos y cantidad de hemoglobina. Tres animales del grupo +Mo
presentaron acromotriquia periocular durante el ensayo. Se concluye que el modelo
experimental utilizado reprodujo con éxito la deficiencia de Cu en bovinos.

Palabras clave: deficiencia de cobre, reproduccién experimental, bovinos.

Summary

The aim of this work was to develop an experimental model to produce copper (Cu) deficiency
in bovines, using high molybdenum (Mo) and sulphur (S) levels in the diet. Twelve male calves,
averaging 68 kg body weight, were used. Calves were fed a basal low Cu diet consisting of corn
grain, feather flour, weat straw, and a mineral and vitamin mix without Cu. After 21 days, animals
were allocated in two groups: one group received 9 mg of Cu/kg DM with the diet (+Cu group),
while the other group received 11 mg of Mo/kg DM, and enough S to reach 3 g of S/kg DM (+Mo
group). During the experiment, covering 314 days, animals were weighed and samples of blood
and liver were taken every 28-35 days. Significant differences between groups in live weight,
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liver, plasma, and erythrocyte Cu levels, and superoxide dismutase activity in erytrhocytes were
observed. Three calves from +Mo group showed changes in hair pigmentation around the eyes.
It is concluded that this experimental model reproduced Cu deficiency in bovines successfully.
Key words: copper deficiency, experimental model, bovines.

Introduccién

En 1970, Suttle et al. reprodujeron experi-
mentalmente la deficiencia de cobre (Cu) en
ovinos, empleando dietas con bajo contenido
de este elemento. Afios mas tarde, Suttle y
Angus (1976) y Mills et al. (1976) lograron
reproducirla en bovinos utilizando dietas
similares. Experimentos realizados posterior-
mente por otros investigadores (Humphries et
al., 1983; Phillippo et al., 1987) demostraron
que la enfermedad también podia serreprodu-
cida en bovinos suplementando la dieta con
molibdeno (Mo)y azufre (S). Através de estos
modelos se estudid experimentalmente la
patogenia de la enfermedad, lo que permitio
observar la asociacion entre la aparicion de
diversos signos clinicos y la disfuncién de
enzimas dependientes de Cu.

En los rumiantes, el Mo y el S son los
principales antagonistas del Cu. ElI S de la
dieta es reducido a sulfuro en el rumen, reac-
cionando con el ion molibdato para formar
tiomolibdatos (Suttle, 1974; Dick et al., 1975).
Tanto el S elemental como los sulfatos son
capaces de generar tiomolibdatos (Lamand,
1989). De acuerdo con Mason et al. (1978),
los tiomolibdatos formados en el rumen segui-
rian dos caminos: formacién de compuestos
insolubles con el Cu en elrumen o el intestino,
o absorcion en el tracto gastrointestinal, de-
pendiendo de las cantidades relativas de Cu y
tiomolibdatos. Frente a un exceso relativo de
Cu, los tiomolibdatos se unirian a este oligoe-
lemento y los complejos asi formados serian
eliminados con las heces. Frente a un exceso
relativo de tiomolibdatos, estos serian absorbi-
dos. Una vez absorbidos, los tiomolibdatos se
unen a la albumina formando complejos Cu-
tiomolibdato-albumina (Mason et al., 1986),
disminuyen la actividad de la ceruloplasmina
plasmatica (Mason etal., 1982) y aumentan la
excrecion fecal de Cu, presumiblemente a

través del aumento de su excreciéon biliar
(Mason et al., 1988).

El objetivo de este trabajo fue desarrollar
un modelo experimental que permitiera repro-
ducir la deficiencia de Cu en bovinos, utilizan-
do altos niveles de Mo y S en la dieta.

Materiales y Métodos

Para esta experiencia se utilizaron 12
terneros macho, 6 de ellos Holando Argentino
y 6 cruza Aberdeen Angus x Holando Argenti-
no, deslechados, de aproximadamente 70 dias
de edad, con un peso promedio de 68 kg. Los
terneros provenian de un tambo de la locali-
dad de Navarro (provincia de Buenos Aires),
donde habian sido criados en estaca desde
los 2 dias de edad y alimentados con leche del
tambo y alimento iniciador comercial.

Los terneros fueron alojados de a dos en
corrales de 3 x 2 m, parcialmente techados y
con piso de cemento.

La dieta base consistié en grano de maiz
partido (60%), harina de plumas (15%) y
rastrojo de trigo (22%), mas el agregado de un
nucleo vitaminico-mineral (3%) sin Cu, en una
cantidad equivalente al 2,5% de su peso vivo
en materia seca (MS). Esta dieta base conte-
nia 3,8 mg de Cu/kg MS; 0,4 mg de Mo/kg MS
y 1,9 g de S/kg MS.

A los 21 dias de ingresados (dia 0 del
ensayo) los animales fueron divididos en dos
grupos, segun su peso, raza y concentracion
de Cu hepatico. Uno de los grupos recibié 9
mg adicionales de Cu/kg MS agregados al
nucleo vitaminico mineral (grupo +Cu), mien-
tras que al otro grupo se le suministr6 Mo
(como molibdato de sodio) en cantidad sufi-
ciente para lograr una relacion Cu/Mo en la
dieta de 1/3 (11 mg de Mo/kg MS), y S adicio-
nal (en la forma de sulfato de sodio) hasta
completar 3 g de S/kg MS (grupo +Mo).
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Los animales fueron pesados y se les
extrajeron muestras de sangre e higado cada
28 a 35 dias, hasta la finalizacion del ensayo.
Las muestras de sangre fueron obtenidas por
puncién de la vena yugular y recogidas en
tubos heparinizados. Las muestras de higado
fueron extraidas por biopsia hepatica transcu-
tanea (Minatel, 1999).

Las muestras de sangre fueron centrifuga-
das durante 20 minutos a 3600 rpm para
separar el plasma, el cual fue diluido %2 con
acido tricloroacético al 10%, determinandose
en el sobrenadante la concentracion de Cu
por espectrofotometria de absorcién atdémica
(EAA), utilizando un equipo Metrolab 250 AA.

Una vez separado el plasma, se procedi6
a descartar la capa flogistica y se lavaron los
glébulos rojos tres veces con una solucién de
cloruro de sodio al 0,9%. Estos fueron fraccio-
nados y conservados a -20°C hasta su proce-
samiento.

Para la determinacion de Cu intraeritroci-
tario, se utilizé 1 ml de glébulos rojos, a los
cuales se le adicioné 1 ml de una solucién de
sulfato de magnesio (4 mM) en acido acético
(1 mM), y 1 mlde acido tricloroacético al 10%.
Esta mezcla fue centrifugada durante 30
minutos a 3600 rpm, empleandose el sobrena-
dante para la determinacion de Cu por EAA.
La actividad de la enzima superéxido dismuta-
sa (SOD) en eritrocitos fue determinada segun
la técnica descripta por Jones y Suttle (1981),
con las modificaciones incorporadas por Xin et
al. (1991), utilizando un espectrofotémetro
Metrolab UV240. Se empleé como estandar
SOD de glébulos rojos bovinos (Sigma, Saint-
Louis, EEUU).

Las muestras de higado fueron secadas
en estufa a 90°C hasta peso constante y
digeridas con acido nitrico/perclérico (a/a). Los
residuos minerales fueron resuspendidos en
acido nitrico/perclérico (a/a) al 10% y sobre
este extracto se determind la concentracion
hepatica de Cu por EAA.

La cantidad de hemoglobina en los glébu-
los rojos y en una muestra de sangre entera
recolectada alos 287 dias de comenzado
el ensayo fue determinada utilizando un kit
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comercial (Wiener lab.) y un espectrofotome-
tro Metrolab UV240.

Enla muestra de sangre entera se realizé,
ademas, un recuento de glébulos rojos me-
diante un hemocitometro, y un hematocrito
usando tubos capilares heparinizados. Se
calcularon los indices hematimétricos volumen
corpuscular medio (VCM) y concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM).

El peso, las concentraciones de Cu en
higado, plasma y glébulos rojos y la actividad
de laenzima superéxido dismutasa en eritroci-
tos fueron comparados entre los grupos utili-
zando un analisis de varianza para muestras
repetidas. El hematocrito, la cantidad de
glébulos rojos y de hemoglobina, el VCM y la
CHCM fueron comparados mediante un test
de T. Para estos anélisis se utilizé el programa
Statistix for Windows 7.0.

Resultados

El ensayo tuvo una duracion de 314 dias.
Durante la misma, uno de los animales del
grupo +Cu fue encontrado muerto a causa de
timpanismo (dia 131).

En la Figura 1 se observa la evolucion del
peso de los animales de ambos grupos duran-
te el ensayo (media y desvio estandar). Si
bien se observaron diferencias significativas
entre los grupos en el analisis de varianza
(p=0,000), no se encontraron diferencias
significativas al analizar cada muestreo por el
método de contrastes generales. La ganancia
diaria de peso en el grupo +Cu fue de 596,8 +
55,7 g, mientras que en el grupo +Mo fue de
514,8 + 47,1 g.

La Figura 2 muestra los niveles de Cu
hepatico a lo largo del ensayo (media y desvio
estandar). Al comenzar el mismo, los valores
de Cu en higado en los grupos +Cu y +Mo
fueronde 562,5+78,3 uyg/lgMSy523,6 + 128,5
pg/g MS, respectivamente. Luego de 287 dias
de ensayo, los valores en el grupo +Cu fueron
de 166,4 + 56,4 ug/g de MS, mientras que los
delgrupo +Mo fueronde 11,2+ 2,4 ug/gde MS.
Se observaron diferencias significativas entre
los grupos (p=0,000) a partir de los 56 dias.
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Figura 1: Evolucion del peso (media y desvio estandar).
Figure 1: Changes in live weight (mean and standard deviation).
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Figura 2: Niveles de cobre hepatico (media y desvio estandar).
Figure 2: Liver copper levels (mean and standard deviation).
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En la Figura 3 se observan los niveles de
Cu plasmaticos registrados durante el ensayo
(media y desvio estandar). Las concentracio-
nes de Cu en plasma al comienzo del mismo
fueron de 91,1 + 6,6 pg/dl en el grupo +Cu, y
de 85,5 £ 6,6 pg/dl en el grupo +Mo. Al finali-
zar el ensayo, las mismas fueronde 77,8 + 6,4
pg/dly 26,1 + 6,2 ug/dl, respectivamente. Se
observaron diferencias estadisticas altamente
significativas entre los grupos (p=0,000) a
partir de los 140 dias de ensayo.

La Figura 4 muestra los niveles de Cu en
los glébulos rojos (media y desvio estandar).
Los valores de Cu intraeritrocitario al comien-
zo del ensayo fueron de 4,54 + 0,47 ug/g Hb
en el grupo +Cuy de 4,5+ 0,53 pg/g Hb en el
grupo +Mo, mientras que al final del ensayo
dichos valores fueron de 4,09 + 0,22 pg/g Hb
y 2,94 + 0,54 ug/g Hb, respectivamente. Se
observaron diferencias significativas entre los
grupos a partir del dia 260 (p=0,000).
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La Figura 5 presenta la actividad de la
SOD en eritrocitos. La actividad de la enzima
al comienzo del ensayo fue de 0,67 + 0,7
Ul/mg Hb en el grupo +Cu, y de 0,73 + 0,15
Ul/mg Hb en el grupo +Mo. Estos valores
aumentaron en los meses siguientes para
luego comenzar a disminuir, alcanzando al
final del ensayo niveles de 0,43 £ 0,7 Ul/mg
Hby 0,25 + 0,1 Ul/mg Hb en los grupos +Cu
y +Mo, respectivamente. Se observaron dife-
rencias estadisticamente significativas entre
los grupos a partir del dia 224 (p=0,000).

El recuento de glébulos rojos a los 287
dias de ensayo fue de 8,55 x 10 % 6,5 x 108
células/mm?en el grupo +Cu, y de 8,3 x 10% +
7,8 x 10° células/mm?® en el grupo +Mo. Los
valores de hematocrito fueron de 39,2 +2,6 %
y 35,4 + 4 %, mientras que la concentracion
de hemoglobina fue de 12,5+ 0,6 g/ly 10,9
1 g/l, respectivamente. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en
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Figura 3: Valores plasmaticos de cobre (media y desvio estandar).
Figure 3: Plasma copper levels (mean and standard deviation).
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Figura 4: Niveles de cobre en eritrocitos (media y desvio estandar).
Figure 4: Erythrocyte copper levels (mean and standard deviation).
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Figura 5: Actividad de la SOD eritrocitaria (media y desvio estandar).
Figure 5: SOD activity in erythrocytes (mean and standard deviation).
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el recuento de glébulos rojos (p=0,6) y en el
hematocrito (p=0,1), pero si en la concentra-
cion de hemoglobina (p=0,01). EI VCM fue de
46,1 + 5 ym® para el grupo +Cu vs. 42,8 + 5,6
um3 para el grupo +Mo, mientras que la
CHCM fue de 32 £ 1,2% para el grupo +Cu vs.
30,9 £ 1,3% para el grupo +Mo. No se obser-
varon diferencias significativas entre los gru-
pos en el VCM (p=0,34) ni en la CHCM
(p=0,16).

Durante este ensayo, tres animales del
grupo +Mo presentaron acromotriquia alrede-
dor de los ojos. El signo se observé por prime-
ra vez a los 260 dias en dos de ellos, eviden-
ciandose en el otro animal al siguiente mues-
treo (dia 287). La acromotriquia fue mucho
mas marcada en los dos animales cruza que
en el ternero Holando Argentino.

Discusioén

El modelo experimental utilizado en este
ensayo reprodujo las cuatro fases de la defi-
ciencia de Cu descriptas por Suttle (1986). La
dieta empleada redujo los altos niveles de Cu
hepatico que presentaban los animales del
grupo +Mo al comienzo del ensayo, hasta
valores dentro del rango de 6 a 19 ug/g de
MS, considerados como deficitarios (Under-
wood y Suttle, 1999). Esta reduccion de las
reservas hepaticas de Cu constituye la llama-
da fase de deplecion.

La fase de deficiencia marginal, en la cual
se reducen los niveles plasmaticos de Cu, se
alcanzé a los 198 dias de ensayo, momento
en que la concentracion de Cu en el plasma
de los animales del grupo +Mo alcanzé el
rango de 19 a 57 pg/dl, indicativo de deficien-
cia (Underwood y Suttle, 1999). Estos bajos
valores plasmaticos en el grupo +Mo se ob-
servaron con concentraciones hepaticas muy
cercanas a los valores deficitarios (20,1 + 11,5
pug/g de MS). Cabe remarcar que la tendencia
declinante en los niveles plasmaticos de Cu
del grupo +Mo comenz6 el dia 112, tal como
puede observarse en la Figura 3, siendo ya
significativas las diferencias entre los grupos
para el dia 140.
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Las diferencias en la actividad de la SOD
eritrocitaria entre ambos grupos, observadas
a partir del dia 224 de ensayo, indican la
apariciéon de la fase de disfuncion, caracteriza-
da por una disminucién en la actividad de las
enzimas dependientes del Cu. La aparicion
tardia de estas diferencias esta relacionada
con la vida media de los eritrocitos bovinos,
que es de aproximadamente 150 dias (Fry y
McGavin, 2007). De acuerdo con Andrewartha
y Caple (1980), la incorporacion de Cu a la
SOD en las ovejas se produciria durante la
eritropoyesis [aunque esta hipotesis fue cues-
tionada por Suttle y McMurray (1983), quienes
propusieron que el Cu podia ser incorporado
a la apoenzima en el eritrocito maduro]. Si se
tiene presente que los animales del grupo
+Mo presentaron niveles plasmaticos de Cu
indicativos de deficiencia recién el dia 198 de
ensayo (26 dias antes que se observaran
diferencias significativas en la actividad de la
SOD eritrocitaria entre los grupos), y que la
vida media de los glébulos rojos bovinos es de
5meses, esindudable que laincorporacion de
Cu a esta enzima se vio comprometida mucho
antes que el grupo +Mo alcanzara valores
plasmaticos inferiores a 57 pg/dl.

La concentracién de Cu eritrocitaria
mostré un comportamiento similar a la activi-
dad de la enzima SOD, exhibiendo ambos
parametros una muy buena correlacion (r =
0,74; p=0,000). Resultados similares obtuvie-
ron Humphries et al. (1983) en su reproduc-
cion experimental de la deficiencia de Cu,
concluyendo que la determinacion de la activi-
dad de esta enzima en glébulos rojos no
tendria ninguna ventaja sobre la concentra-
cion eritrocitaria de Cu. Teniendo en cuenta lo
laborioso y costoso de la técnica para la
determinacién de la actividad de la SOD en
glébulos rojos, la determinacion de los valores
de Cu en eritrocitos seria una alternativa
valida para el diagnostico de una deficiencia
cronica de este elemento.

La alteracion de la actividad de otra enzi-
ma, la tirosinasa, pudo haber ocasionado la
aparicién de acromotriquia en los tres anima-
les del grupo +Mo a partir del dia 260 de
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ensayo, indicando el comienzo de la fase de
enfermedad. Tanto en la reproduccién experi-
mental efectuada por Mills et al. (1976) como
en la realizada por Suttle y Angus (1976) la
acromotriquia fue el primer signo clinico ob-
servado, indicativo de deficiencia de Cu.

La disminucién en la ganancia de peso es
otro de los indicadores de enfermedad mas
observados en la reproduccidon experimental
de la deficiencia de Cu en bovinos (Phillippo et
al., 1987; Suttle y Angus, 1976). En este
ensayo, si bien se observaron diferencias
significativas en el peso de los animales de
ambos grupos al finalizar el ensayo, no se
encontraron diferencias al analizar cada
muestreo por separado por el método de
contrastes generales. Esto quizas se deba a
que los animales fueron alimentados con una
dieta restringida, calculada para proporcionar
una ganancia diaria promedio de 0,5 kg/d. Es
probable que con una dieta ad libitum estas
diferencias hubiesen sido mas notorias. En
ensayos realizados a campo, terneros con
bajos niveles hepaticos y plasmaticos de Cu
(similares a los observados en el grupo +Mo)
presentaron ganancias de peso significativa-
mente menores que terneros suplementados
con Cu (Rosa et al., 2006).

Otra alteracion indicativa de la fase de
enfermedad fueron las diferencias significati-
vas observadas en la concentracion de hemo-
globina entre los grupos a los 287 dias de
ensayo. Estas diferencias podrian deberse a
alteraciones en la sintesis del grupo hemo en
aquellos animales con deficiencia de Cu (Mills,
1987). Este grupo esta constituido por un
anillo tetrapirrélico, con un atomo de hierro
ferroso unido a los nitrégenos de los pirroles
(Blanco, 2000). La ceruloplasmina, otra enzi-
ma dependiente del Cu, interviene en la movi-
lizacion del hierro hasta la médula 6sea,
6rgano donde se lleva a cabo la sintesis de
hemoglobina durante la hematopoyesis. Si
bien en este ensayo no se determiné la activi-
dad de esta enzima, la buena correlacion
existente entre los niveles de Cu plasmaticoy
la actividad de la ceruloplasmina (Underwood
y Suttle, 1999) permite inferir que el grupo
+Mo presentaria una baja actividad de la
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enzima, comprometiendo el transporte de
hierro hasta la médula ésea. Reducciones
semejantes en los valores de hemoglobina se
observaron en las reproducciones experimen-
tales de la deficiencia de Cu realizadas por
Mills et al. (1976) y Suttle y Angus (1976).

De acuerdo con Underwood y Suttle
(1999), la anemia que se produce en la defi-
ciencia de Cu en vacas y ovejas es de tipo
macrocitica hipocrémica, mientras que en
cerdos y corderos es de tipo microcitica
hipocrémica. Si bien en este ensayo no se
observaron diferencias significativas entre los
grupos en el VCM y en la CHCM, los eritroci-
tos del grupo +Mo tendieron a ser mas peque-
fios e hipocrémicos que los eritrocitos del
grupo +Cu, mostrando una tendencia hacia un
tipo de anemia microcitica hiporcromica,
semejante a la observada en los corderos.
Este tipo de anemia es caracteristico de la
deficiencia de hierro (Jones et al., 1997).
Suttle et al. (1987) describieron la presencia
de cuerpos de Heinz en los glébulos rojos de
corderos con deficiencia de Cu. Los cuerpos
de Heinz son indicativos de dafio oxidativo en
los eritrocitos, y podrian estar relacionados
con los bajos niveles en la actividad de la
enzima superoxido dismutasa. La hemdlisis
producida pordicho dafo oxidativo contribuiria
al desarrollo de la anemia.

Cabe sefalar que, pese a los elevados
niveles de Mo y S utilizados en este ensayo,
ninguno de los animales del grupo +Mo pre-
sentd diarrea.

Conclusiones

El modelo experimental empleado en este
ensayo reprodujo con éxito las distintas eta-
pas de la deficiencia de Cu.

Considerando los resultados obtenidos
con la SOD eritrocitaria, es probable que la
disminucién en la actividad de algunas otras
enzimas dependientes del Cu comience antes
que los valores plasmaticos o hepaticos de
este elemento hayan disminuido hasta los
niveles considerados como criticos por la
bibliografia.
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