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Resumen

Brem, J.J.; Van Rey, J.P.; Trulls, H.E.; Ortiz de Rus, L.M.; Pochon, D.O.; Brem, J.C.:
Radiopacidad conservada en huesos de ratas deficientes en cobre. La integridad estructu-
ral del colageno 6seo depende del entrecruzamiento normal que existe entre sus precursores,
requiriendo para ello de la accion de la actividad enzimatica de la peptidil-lisil-oxidasa.
Esta enzima cobre—dependiente, presente en la matriz conjuntiva extracelular, transforma
la funcidon e—amina en g—aldehido de los residuos de lisina del colageno y elastina, con el
propésito de formar uniones cruzadas. Por esta razon, el cobre juega un rol importante ya
que en los tejidos deficientes esta conversion esta alterada, impidiendo un normal entre-
cruzamiento de las fibras y provocando fragilidad y baja resistencia del tejido 6seo. De los
microelementos habitualmente presentes en el organismo animal, cinc, cobre y manganeso
se revelan como esenciales para mantener un normal desarrollo del esqueleto. En el ensayo
se utilizaron 45 ratas machos de la cepa Wistar de 80 a 90 dias de edad, agrupadas en 3 lotes
segun tratamiento, las cuales durante 270 dias recibieron una dieta compuesta por 70% de
leche de vaca (entera en polvo) y 30% de harina de maiz, normalizandose sus tenores de
hierro y cobre, excepto este ultimo en el lote con deficiencia primaria de cobre. Al lote con
molibdenosis (deficiencia secundaria de cobre) se le suministré tetratiomolibdato de amo-
nio en el agua de bebida a razéon de 3 mg/100ml. El tejido hepatico de los dos lotes tratados
mostro bajo contenido de cobre, asi como elevados tenores de molibdeno en el lote que re-
cibio altas dosis del mismo. A nivel histopatoldgico, las lesiones dseas, observadas solo en
animales con exceso de Mo, se localizaron a nivel de la placa epifisiaria de crecimiento. No
hubo diferencias significativas en la concentracion de elementos minerales en el tejido dseo
(calcio, fosforo inorganico, magnesio y manganeso), con excepcion del cobre en ambos lotes
deficientes. Esto explicaria la no alteracion de la radiopacidad de las imagenes radiograficas,
que fueron normales en todos los animales bajo ensayo.
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INTRODUCCION

El cobre juega un rol esencial en el tejido 6seo
a través de la actividad de enzimas involucradas en
la sintesis de colageno y por ende en los procesos de
formacion de la matriz organica del hueso *". La inte-
gridad estructural del coldgeno depende del entrecru-
zamiento entre sus precursores, requiriendo para ello
de la accion de la peptidil-lisil-oxidasa. Esta enzima
cobre—dependiente, presente en la matriz conjuntiva
extracelular, transforma la funciéon eé—amina en e—al-
dehido de los residuos de lisina de colageno y elastina,
con el proposito de formar uniones cruzadas . En
los tejidos deficientes en cobre esta conversion esta
dafiada, impidiendo el normal entrecruzamiento de las

* Trabajo financiado en parte por la Secretaria General de Ciencia
y Técnica, UNNE.

fibras, lo que provoca fragilidad y baja resistencia en el
colageno 6seo.

En rumiantes alimentados sobre pasturas deficien-
tes en cobre se han observado fracturas espontaneas de
huesos, no habiéndose siempre evidenciado correlacion
entre la concentracion de cobre 6seo y la severidad de
las lesiones. Es dificultoso comparar las concentracio-
nes de elementos trazas encontradas en hueso por va-
rios investigadores, debido a los diferentes métodos de
preparacion de las muestras, tipo de analisis y huesos
muestreados. En ciertas areas de los Estados Unidos &*
14 Canada’ y Nueva Zelandia 3, qued6 demostrado que
el ganado era incapaz de formar un hueso normal sin la
suplementacion de cobre.

Muchos desérdenes esqueléticos debidos a defi-
ciencias de elementos trazas han sido reconocidos a
partir de imagenes radiologicas, pero pocas inves-
tigaciones los han relacionado con parametros de la
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quimica sanguinea y uso de técnicas nucleares para su
estudio dinamico. La radiologia detecta solo un desba-
lance entre la formacion y la resorcion de tejido seo,
pero no diferencia estos dos procesos en forma inde-
pendiente. De los elementos presentes en el organismo
animal, cinc, cobre y manganeso han sido considerados
como esenciales para mantener un normal desarrollo
del esqueleto %1618,

El objetivo del trabajo fue determinar si la altera-
cion de la matriz organica del hueso, presente en las
deficiencias primaria y secundaria de cobre, es acom-
paiiada por cambios de su radiopacidad a los rayos X.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 45 ratas machos de la cepa Wistar de
80 a 90 dias de edad, agrupadas en forma aleatoria en
diferentes lotes segun tratamiento y alojados en jaulas
ad—hoc con no mas de 5 animales cada una. Durante
270 dias recibieron una dieta compuesta por 70% de le-
che de vaca (entera en polvo) y 30% de harina de maiz.
Realizado el analisis quimico de la dieta para conocer
su contenido mineral, fue necesario normalizar los te-
nores de hierro y cobre adicionando 145 mg de citrato
de hierro/kg de alimento (para lograr 30 a 40 ppm) y
98 mg de sulfato de cobre/kg de alimento (para llevarlo
hasta 8 a 10 ppm); esta ultima sal no fue agregada en
los lotes con deficiencia primaria.

A los lotes con deficiencia secundaria de cobre
(molibdenosis) se le suministré ademas 54 mg/l de
tetratiomolibdato de amonio (TTMo, PM = 260,20 con
36,87% de Mo) en el agua de bebida, ya que pruebas
de toxicidad previas indicaron que tal concentracion
era la ideal para provocar molibdenosis experimental
3. Teniendo en cuenta que por cada gramo de alimento
ingerido se consumen 2 ml de agua, estos lotes fueron
sometidos a un desafio de 40 ppm de Mo dietario. En
la Tabla 1 se esquematiza la forma en que los lotes bajo
ensayo recibieron los tipos de dietas utilizadas.

Al final del ensayo todos los animales fueron sacri-
ficados por sangria a blanco, previa anestesia via intra-
peritoneal con hidrato de cloral a dosis de 300 mg/kg.
Realizada la necropsia, se extrajo el higado para su de-
secacion y posterior analisis quimico; también fueron
separados los miembros anteriores y posteriores para
efectuar estudios radiologicos.

Se tomaron imagenes radiograficas de miembros
anteriores y posteriores de cada uno de los lotes. Se
utilizé un aparato de rayos X marca REMS 100R y las
mejores condiciones de trabajo encontradas fueron: 30
KV - 1,5 mA/s (5 mA en 0,3 s), | mm de foco, 80 cm
de distancia foco—film y pelicula tipo Kodak de granu-
lado fino. Las placas fueron digitalizadas mediante
scanner Umax Astra 1200S con una resolucion de 300
dpi y almacenadas en formato JPG. Estas fotografias
digitalizadas fueron procesadas con un programa que
posibilitd la observacion comparativa de las imagenes
pertenecientes a los diferentes grupos.

Tabla 1: Esquema de tratamientos segtn dietas recibi-
das por los distintos lotes.

alimento base testigos delﬁrﬁleélgla dezﬁrﬁleélgla
(+Fe+Cu) si - -
(+Fe sin Cu) - si -
(+Fe+Cu+TTMo) - - si

Las concentraciones de cobre y molibdeno en higa-
do, asi como los niveles de hierro del alimento, fueron
valoradas por espectrofotometria de llama de absor-
cion atdmica y los resultados expresados sobre base
de materia seca. A esos efectos se utilizo un espectro-
fotometro GBC Modelo 932 AB Plus, considerandose
como valores de referencia a los guarismos publicados
previamente por otros investigadores 2.

En el analisis estadistico, las variables cuantita-
tivas continuas (cobre, molibdeno) fueron objeto de
analisis de la variancia mediante un software esta-
distico (Statistix 3.5, 1991), para un diseflo completo
al azar a un criterio de seleccion, utilizandose un o =
5% para aceptar la hipotesis nula. Las variables cua-
litativas (si—no), como presencia de anormalidades
en las imagenes radiograficas, fueron procesados con
tests no—paramétricos a partir de datos tabulados por
dietas, utilizandose como prueba comparativa el test
de homogeneidad chi—cuadrado (%) a partir de tablas
de contingencias .

RESULTADOS Y DISCUSION

El tejido hepatico de los dos lotes tratados mostrd
bajo contenido de cobre. El lote que solo recibid altas
dosis de molibdeno también revel6 altos niveles de
dicho oligoelemento. Los valores obtenidos en el lote
testigo y en animales con deficiencias primaria y se-
cundaria de cobre, se muestran en la Figura 1.

En las Figuras 2 y 3 se pueden observar en forma
comparativa las imagenes radiograficas de miembros
anteriores y posteriores de ratas de los lotes bajo en-
sayo, donde no se pudieron apreciar lesiones ni anor-
malidades. Sin embargo, en el lote con molibdenosis,
histopatolégicamente fueron detectadas importantes
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Figura 1: Concentraciones de cobre y molibdeno he-
patico, expresados en ppm (materia seca).
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Figura 2. Imagenes radiograficas de miembros ante-
riores en los tres lotes de ratas colocados comparativa-
mente.
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Figura 3. Imagenes radiograficas comparativas de
miembros posteriores en los tres lotes de ratas.

lesiones oseas a nivel de la placa epifisiaria de creci-
miento %, aunque no se registraron diferencias signifi-
cativas en la concentracion de elementos minerales en
el tejido dseo (calcio, fosforo inorganico, magnesio ni
manganeso), con excepcion del cobre, que fue bajo en
ambos lotes deficientes *.

La invariabilidad de los principales componentes
minerales del hueso explicaria la no alteracion de la
radiopacidad de las placas radiograficas. En este senti-
do, el valor de las imagenes radiograficas es discutible
porque su interpretacion es generalmente dificultosa
cuando los cambios estructurales son de escasa mag-
nitud, amén de estar influenciados por la subjetividad
del observador. No obstante, los rayos X son capaces de
detectar desbalances entre la formacion y la resorcion
de tejido 6seo, aunque no diferencian estos dos proce-
sos en forma independiente.

Se concluye que, en ratas bajo las condiciones del
presente estudio, las deficiencias de cobre tanto prima-
rias como secundarias, no fueron capaces de alterar

la radiopacidad de las imagenes radiograficas de los
huesos.

Agradecimientos

A los Med.Vet. J.C. Sampietro y P.A. Zeinsteger, por
la valiosa colaboracion prestada en la realizacion del
ensayo.

Abstract

Brem, J.J.; Van Rey, J.P.; Trulls, H.E.; Ortiz de
Rus, L.M.; Pochon, D.O.;Brem, J.C.: Conserved
radiopacity of bone from rats with copper deficiency.
Structural integrity of bone collagen depends on the
normal crosslinking of its fibers, as well as the enzy-
matic activity of peptidil-lysyl—-oxidase. This enzyme
is present in the conjunctive extracellular matrix, and
performs the transformation of ¢—amine into g—alde-
hyde residues of lysine in collagen and elastin, which
is a necessary step for the crosslinking formation.
Copper has a crucial importance, as it lack leads to an
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increased fragility and decreased resistance of bone.
Furthermore, zinc, copper and manganese are essential
for the normal development of the skeleton. On this as-
say, 45 male Wistar rats, 3 months—old, were grouped
in three lots. Animals were fed using a balanced diet
(70% milk powder, 30% corn flour) with standardized
iron and copper levels. The latter was not administered
to one group (primary copper deficiency lot). On the
group with molybdenosis (copper secondary deficien-
cy), amonium tetrathiomolybdate was administered
in drinking water (3 mg/100 ml). Liver tissue samples
from the two lots had decreased copper levels. On the
group with high molybdenum intake, bone alterations
were observed at the epiphyseal plate. No significant
differences were observed in the concentration of bone
minerals (calcium, inorganic phosphorus, magnesium
and manganese), except for copper in the lots with pri-
mary and secondary deficiencies. This could explain
the absence of alterations in the radiopacity of the ra-
diographic images

Key words: bone radiopacity, copper deficiency, mo-
lybdenosis, rat.
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