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RESUMEN

Objetivo. Determinar los valores y el grado de asociacién entre las concentraciones de cobre (Cu)
hepatico y sérico y de ceruloplasmina (Cp) sérica en equinos. Materiales y métodos. Se utilizaron 38
equinos adultos, beneficiados en plantas faenadoras de la Region de la Araucania, Chile. Se obtuvieron
muestras de sangre por venopuncidn yugular previo al beneficio para determinar las concentraciones
séricas de Cu y de Cp vy, de higado posterior al beneficio para determinar la concentracion de Cu. Se
calculd los intervalos de referencia y la asociacién entre las concentraciones de Cu hepatico y sérico y
Cp sérica mediante correlacidn de Pearson y regresion lineal. Resultados. Se estimaron intervalos para
las concentraciones de Cu hepatico (32 - 161 pmol/kg de materia hiUmeda) y sérico (10 - 24 pmol/L)
y, para Cp sérica (0.08 - 0.43 ADO). Los valores de Cu hepatico, al ser comparados con los reportados
por la literatura, indican que los animales presentaron un nivel adecuado de Cu, a excepcion de 1
caballo, que se encontrd bajo el limite inferior. La cupremia se asocid con la concentracién sérica de
Cp (r=0.49; p<0.05), no apreciandose asociacién entre las otras variables (p>0.05). Conclusiones.
Las concentraciones de Cu hepatico de equinos adultos, beneficiados en plantas faenadoras de la
Regidn de la Araucania, Chile, se encontraron dentro de los intervalos descritos en la literatura. Las
concentraciones de Cu hepatico no se asociaron con las de Cu o Cp séricas.

Palabras clave: Ceruloplasmina, cobre, equinos, higado, suero (Fuente: MeSH).
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ABSTRACT

Objective. The aim of this study is to determine the reference intervals and the associations between
the concentrations of liver and blood serum copper (Cu) and serum ceruloplasmin (Cp) in horses.
Materials and Methods. Thirty eight adults horses slaughtered in the Araucania Region, Chile, were
used for this study. Blood samples were obtained by jugular venipuncture for determination of serum
Cu and Cp concentrations and a sample of liver, 10 g, was obtained after the animal was slaughtered
to determine Cu concentration. The reference intervals were calculated and the correlation between
serum and liver Cu concentration and serum Cp were determined using Pearson correlation and lineal
regression. Results. Reference interval values for liver Cu (32 -161 mmol/kg wet matter), serum Cu
(10 - 24 mmol/L) and Cp (0.08 -0.43 ADQO) concentrations were established. Horses had adequate Cu
status according with the liver Cu values, when compared with literature, except one horse which was
under the lower reference limit. Serum concentrations of Cu and Cp were associated (r=0.49, p<0.05);
but no appreciable association between the other variables (p>0.05) was found. Conclusions. Liver
Cu concentrations of adult horses slaughtered in the region of Araucania, Chile, are within the intervals
described in the literature. Liver Cu concentration was not associated with serum concentration of Cu

or ceruloplasmin, and a moderate association between these last two variables was found.

Key words: Ceruloplasmin, copper, horses, liver, serum (Source: MeSH).

INTRODUCCION

El cobre (Cu) es un mineral traza, multifuncional,
esencial para el crecimiento y la hematopoyesis en las
especies domésticas. Su mayor importancia radica
al ser constituyente de diversas metaloenzimas
identificadas tanto en el espacio intracelular como
extracelular del organismo animal (1).

El balance del Cu es controlado por su tasa de
absorcidn, la cual es regulada por la metalotioneina,
cuproproteina que liga al Cu desempefiando un
rol importante en su absorcion y excrecién en el
intestino (1).

Los requerimientos de Cu en la dieta de un
equino adulto son habitualmente de 10 mg/kg
MS, aumentando en condiciones de gestacién y
lactancia (2). En potrillos entre 2 a 4 meses de edad
sus requerimientos varian de 8 a 25 mg/kg MS (1).
A la vez, el contenido de Cu del forraje depende
del area geografica, clima y composicion del suelo
y la pradera (3).

Posterior al ingreso al torrente sanguineo, el Cu se
liga a la albumina y los aminoacidos, siendo en esta
forma transportado al higado y a otros drganos (1).
En el hepatocito el Cu absorbido es incorporado a
la ceruloplasmina (Cp), metalotioneina o proteinas
de elevado peso molecular y excretada por la bilis
(3). El higado es el responsable de la homeostasis
del Cu, actuando como 6rgano de reserva corporal,
incorporando Cu a la Cp y controlando su egreso por
medio de la excrecion biliar. La mayor parte del Cu
plasmatico se encuentra formando parte de la Cp,
el resto forma complejos con albumina y globulinas.
Ademas, el Cu también se secreta en la leche y se
excreta en la orina y las heces (1).

La distribucion del Cu dentro del cuerpo del equino
es variable. Mayormente se encuentra distribuido
en la musculatura (61%), otros 6rganos como rifdn
e higado (25%) y en menores cantidad en sangre
(5.5%), huesos (5%) y pelo (2.7%) (4).

La carencia de Cu se presenta en animales cuya
ingesta o absorcion es deficitaria. En estos casos,
se producen alteraciones que se manifiestan
biogquimica y clinicamente (1). En equinos la
carencia de minerales traza es una de las mayores
causas de enfermedades ortopédicas del desarrollo.
La carencia de Cu es causa de osteocondrosis y otros
desoérdenes del desarrollo (3). Aparentemente,
existe una relacion entre las bajas concentraciones
de Cu plasmatico y las hemorragias en hembras
parturientas de edad avanzada, situacion que se
deberia a una disminucién en la absorcién de Cu o
en la habilidad de movilizar sus reservas hepaticas
(2). Estos antecedentes sefialan la importancia de
realizar el diagnéstico de la carencia de Cu, tanto en
situaciones de campo como experimentales. Para lo
cual se requiere de criterios diagnésticos definidos,
los que en equinos son escasos (3).

El balance metabdlico de Cu se determina mediante
los analisis de los compartimientos de reserva
mediata, a través del contenido de Cu hepatico, y
de reserva inmediata o circulante, estimado por la
concentracion sanguinea de Cu y de Cp (1). Para
dicho efecto se requiere de intervalos de referencia
para sus concentraciones, los que en equinos son
amplios y diversos (1, 2). Idealmente, para mejorar
la sensibilidad diagnéstica frente a un desbalance
de este mineral se debe establecer intervalos de
referencia acorde a las condiciones locales y de
cada laboratorio.



Boulou - Asociaciones entre las concentraciones de cobre sérico, hepatico y ceruloplasmina 3893

El objetivo del estudio fue determinar intervalos de
referencia para las concentraciones de Cu hepatico
y sérico y de Cp sérica en equinos y su grado de
asociacion.

MATERIALES Y METODOS

Animales. Se utilizaron 38 equinos adultos,
mayores de 2 afios, hembras (n= 12) y machos
(n=26), mestizos con predominio de las razas
Criollo Chileno y Fina Sangre Inglés, sanos,
precedentes de distintas regiones de Chile,
alimentados con dieta basada mayormente en el
consumo de forrajes frescos, heno y en algunos
casos suplementados con granos, mayormente
avena, beneficiados en las plantas faenadoras
de Nueva Imperial (n=18), Chol-Chol (n=10) y
Galvarino (n=10), Regidn de la Araucania, Chile.

Obtencion y analisis de las muestras.
Muestras de sangre para suero se obtuvieron
por venopuncion yugular, previo al beneficio de
los animales. Las muestras fueron mantenidas
a temperatura ambiente hasta la liberacion del
suero y luego centrifugadas a 780 g durante
5 minutos (Beckman model T16®). Dos ml de
suero se recolectaron en microtubos de 1.5 mly
almacenados a -25°C hasta su posterior analisis.

Una muestra de 10 g de higado de cada equino
se obtuvo posterior a su beneficio, la cual se
congeld a -25°C hasta su digestion y analisis. De
cada muestra, se obtuvieron 2 alicuotas de 1 g
de higado cada una, las que fueron maceradas
y digeridas en 10 ml de una mezcla 1:4 de
acido perclérico y acido nitrico. La digestion
se efectud en dos fases; en la primera se
realizd una digestion a temperatura ambiente,
permaneciendo cada muestra cerca de 15 horas
en un matraz, hasta conseguir la digestion del
tejido. En la segunda fase los matraces fueron
colocados sobre una placa temperada a 150°C
hasta lograr la digestion y evaporacion total del
material organico. Posteriormente, el material
residual fue reconstituido con 10 mL de HCl al 5%
y almacenado en envases plasticos debidamente
rotulados hasta su analisis.

La determinacion de las concentraciones de
Cu sérico y hepatico se realizd, en duplicado,
utilizando un espectrofotometro de absorciéon
atomica (Perkin-Elmer 2380, USA) a 324.8 nm
en muestras diluidas 1:1 con cloruro de lantano
al 0.1%. La calibracién de los equipos se realizo
empleando un estandar comercial de Cu diluido
a concentraciones de 0, 15, 30 y 45 pmol/L.
Los resultados de Cu sérico se presentan como
KMmol/L de suero y los de Cu hepatico como pmol/
kg de materia himeda (MH).

La determinacion de la Cp sérica se realizd por
duplicado mediante el método de la reaccién
de ferroxidacion con p-fenilenediamina (PPD)
(5), determinando el cambio de absorbancia
de la reaccién enzimatica a 530 nm y 37°C
utilizando buffer acetato pH 6.6 (6), en un
espectrofotémetro Hitachi 4020® (Boehringer
Mannhein). Su resultado se presenta como el
cambio de absorbancia (ADO) producido por
la reaccion enzimatica durante 1 minuto en las
condiciones del ensayo.

Analisis estadistico. Los intervalos de referencia
de los valores se establecieron en base a las
normas de la American Society of Veterinary
Clinical Pathology, ASVCP. La distribuciéon de los
datos y la inexistencia de posibles outliers fue
determinada mediante histogramas (Figura 1).
Posteriormente, se determind la normalidad de
los datos con la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Los limites de referencia inferior (LIR) y superior
(LSR) se calcularon utilizando el método robusto.
Los datos fueron analizados con el software
MedCalc v.12.2.1 para Windows (MedCalc
Software, Belgium).

La asociacion entre las tres variables se
establecieron mediante correlacion de Pearson
y regresion lineal simple, considerando como
significativo p<0.05. Ademas, la normalidad de
la distribucion de los datos, se realizé a través
de la prueba de Shapiro-Wilk en el programa
IBM SPSS 19.0.

RESULTADOS

Los valores descriptivos y los intervalos de
valores observados se muestran en la tabla 1 y
la distribucion de los valores en histogramas se
observan en la figura 1.

Tabla 1. Estadistica descriptiva e intervalos de
confianza (IC) de 90% para los limites inferior
(LIR) y superior (LSR) de referencia de las
concentraciones de Cu hepatico y sérico y de
ceruloplasmina sérica en 38 equinos.

Cu hepatico Cu sérico Ceruloplasmina
pmol/kg MH pmol/L ADO
Media 100.5 17.4 0.27
DE 31.3 3.4 0.08
Mediana 97.5 17.0 0.26
Minimo 50.0 12.0 0.15
Maximo 210.0 25.0 0.52
IC (LIR-LSR) 32.0 - 161.0 10.3 - 24.2 0.08 - 0.43
90% IC LIR 13.0 - 51.0 8.6 -11.6 0.04 - 0.13
90% IC LSR 141.0 - 180.0 22.4 - 25.7 0.38 - 0.48
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Figura 1. Frecuencia y curva de distribucién de las concentraciones de cobre

ceruloplasmina sérica (c) de 38 equinos.
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Figura 2. Regresion lineal (= IC 95%) y correlacién entre las concentraciones de Cu hepatico y ceruloplasmina
sérica (a), Cu hepatico y Cu sérico (b), y entre ceruloplasmina y Cu séricos (c) en 38 equinos.

La concentraciéon de Cp sérica se asocio
positivamente con la de Cu sérico (r=0.498;
p<0.05; Figura 2c), pero no con las de Cu
hepatico (r=0.094; p>0.05; Figura 2a). Tampoco
se observo asociacidn entre las concentraciones
de Cu hepatico y sérico (r= 0.052; p>0.05;
Figura 2b).

DISCUSION

Los valores de Cu hepatico (50-210 pmol/kg MH,
Tabla 1) indican que los caballos presentaron
concentraciones dentro de los intervalos
sefalados por la literatura, los cuales son amplios
y variados, entre 157-787 umol/kg MS, con
una mayor proporcion de animales entre 236 a
472 pmol/kg MS (2); describiéndose también
intervalos mas estrechos (270-330 pmol/kg
MS) (7), y bajos (100-200 pmol/kg MS) (1). Al
respecto se debe considerar que en la literatura
los valores son informados mayormente en base

a MS, asi para transformar de MH a MS hay que
dividir por el factor de conversion 3.5 o 4.0 (8).
De modo que se consideraria valores adecuados
cuando la concentracion de Cu hepatico se
encuentre >63 pmol/kg MH; y deficiente cuando
<55 umol/kg MH (8). Cabe sefialar que sélo 1 de
los caballos estudiados presentd un valor bajo
dicho limite.

El higado constituye el érgano principal de
almacenamiento de Cu en las especies domésticas
(1), por lo que su concentracion es considerada
el indicador mas sensible a cambios del balance
nutricional. Es el primer 6rgano en que se logra
detectar la deplecion de Cu en cuadros carenciales
de este mineral, proporcionando un indice util
de la reserva de Cu y del grado de carencia en
el organismo, pero no necesariamente de las
funciones comprometidas (1).

Las reservas hepaticas se agotan cuando en
el higado hay una deplecion del 75% de su
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capacidad de almacenamiento, solo posterior
a ello pueden presentarse signos clinicos por
carencia de Cu (9).

Sélo 1 de los caballos presentd un valor de Cu
sérico bajo el minimo indicado por la literatura
(13-32 pmol/L) (8), mientras que el resto de
animales se ubicd dentro de los intervalos de
referencia. Este valor bajo podria ser atribuido
a imprecisiones en los valores de referencia, asi
como al tipo de muestra obtenida. Similar a lo
observado con los valores de Cu hepatico, los
intervalos de referencia de Cu sérico descritos en
la literatura, ademas de la ya citada, son amplios
y divergentes, variando de 16.5-20.0 pmol/L (10)
hasta 9.9 - 30.9 pymol/L en animales a pastoreo
o0 de 7.4-17.5 pmol/L en caballos estabulados
(7). Esta variabilidad en los intervalos dificulta
el diagnostico de cuadros carenciales o téxicos
por Cu. También, debemos considerar que los
valores en el suero son inferiores a los valores
plasmaticos (1), lo que puede producir confusion
en la interpretacion de los resultados.

La concentracidén sérica de Cp presentd un
intervalo de 0.15 a 0.52 ADO, con un coeficiente
de variacién de 29.6%. Estos resultados si bien
no son comparables con otros estudios en que se
utiliza técnicas y condiciones analiticas distintas,
presentaron menor coeficiente de variacion que
el observado en equinos sanos (~31-33%),
(11,12) o con alteraciones intestinales (67%),
(11); sin embargo, superior a los resultados
observados en ponis (4.9%), (13). Por otra parte,
cuando se compara los valores obtenidos (Tabla
1) con los reportados en potrillos con una técnica
similar, los cuales fueron inferiores (0.57 £ 0.17
ADO), (14). Hay que sefialar que si bien la técnica
es la misma, el pH dptimo de la técnica para la
determinacion de la concentracion sérica de Cp
en los equinos es de pH 6.6 y en los bovinos de
pH 6.4 (6).

La dispersion de los valores observados en las
concentraciones de Cu en higado y suero, asi
como en la concentracion sérica de Cp pueden
atribuirse a variaciones individuales, fisioldgicas
y ambientales tales como, diferencias en edad,
raza, estado fisioldgico, aporte de Cu y presencia
de antagonistas del Cu en la dieta, como el
molibdeno (1). Ademas, animales que cursan
con procesos inflamatorios incrementan la
concentracion sérica de Cp por ser una proteina
de fase aguda positiva (11). Los animales del
presente estudio eran mestizos, adultos, de
buena condicion corporal no presentaban signos
clinicos ni posmortem de enfermedad.

No se encontrd relacidn entre las concentraciones
de Cu hepatico y sérico (r= 0.052), coincidente
con lo descrito en la literatura (7), valor
inferior al descrito en otro estudio en el cual se
encontrd una asociacion significativa (r=0.409),
(10). Diferencia atribuible al hecho cuando se
presenta una carencia metabdlica de Cu se
producen primariamente una disminucidén en
la concentracién hepatica y sélo cuando ésta
es inferior al 25% comienza a disminuir su
concentracion plasmatica (1).

La Cp es una a-globulina, sintetizada en los
hepatocitos y constituye la principal proteina
transportadora de Cu en la circulacidn;
encontrandose mayormente en el plasma
donde se considera un reactante de fase aguda
de la inflamacion. Contiene 6 atomos por lo
gue su concentracién sérica disminuye en
animales con carencia de Cu (1). En los equinos
transporta cerca del 70-75% del Cu sérico total,
valor considerablemente menor que en otras
especies, donde transporta cerca del 90-95%
(15), diferencia que ayuda a explicar la baja
asociacion observada entre las concentraciones
séricas de Cu y de Cp (r=0.498), comparada a la
descrita en otro estudio en potrillos (r=0.741),
(14). La concentracion de Cp permite evaluar el
balance metabdlico de Cu, siendo utilizada para
el diagndstico de su carencia (1). Cuando se
agotan las reservas hepaticas, o bien estas no
pueden ser movilizadas suficientemente rapido
para suplir, se produce inicialmente la reduccion
de la concentracion sérica de Cp y seguidamente,
un declive progresivo de las concentraciones de
Cu en el plasma y de las enzimas funcionales
relacionadas con Cu (1).

El estudio entrega valores regionales de las
concentraciones de Cu hepatico y sérico asi como
de la Cp, permitiendo asi precisar alteraciones
de desbalances del elemento en la produccion
y clinica de equinos. Ademas, los valores de
Cu hepatico podran constituir una herramienta
diagndstica para uso en el pos-mortem.

Se concluye que las concentraciones de Cu
hepatico de equinos adultos, beneficiados en
plantas faenadoras de la Regién de la Araucania,
Chile, se encuentran dentro de los intervalos
descritos en la literatura; y que no existe
asociacién entre las concentraciones de Cu
hepatica con las de Cu o Cp séricas y la observada
entre estas Ultimas es menor que la descrita
para bovinos.
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