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introduccion general

Los habitos alimenticios actuales en América y Europa, han provocado un
inctemento en la incidencia de patologias cronicas tales como las
enfermedades cardiovasculares o coronarias, hipertension, diabetes tipo 2,
desérdenes autoinmunes y cancer, relacionadas con una dieta alta en colesterol
y acidos grasos saturados, y baja en acidos grasos poliinsaturados, obteniendo
una relacién omega-6/omega-3 desde 10:1 hasta 25:’1 cuando deberia ser de
2:1 (Simopoulos, 2000). Por esta razén, es necesario disminuir el consumo de
alimentos con alto contenido de colestero!l y acidos grasos saturados, e
incrementar el consumo de acidos grasos poliinsaturados, lo cual puede
realizarse modificando el contenido de estos nutrimentos en. los productos

animales (Andersson ef al., 2002).

El cobre (Cu) es adicionado como suplemento alimenticio en dietas para pollos
de engorda debido a sus propiedades como promotor de crecimiento (Brainer et
al,, 2003). De forma comercial se utilizan niveles farmacologicamente altos que
van desde 100 a 300 mg de Cu kg™’ de dieta (Ewing et al., 1998). Asimismo,
existen evidencias de que el Cu puede disminuir el contenido de colesterol total
en la carne de pollos de engorda (Konjufca et al., 1997) y modificar el perfil de

4cidos grasos (Sevcikova et al., 2003).



El mecanismo mediante el cuai la suplementacién de Cu disminuye el contenido
de colesterol en tejidos animales no esta claro, sin embargo puede atribuirse al
incremento en la concentracion de Cu en el higado (Engle ef al., 2001). En éste
6rgano altas concentraciones de Cu pueden regular indirectamente la
biosintesis de colesterol mediante la disminucion del glutatién reducido (GSH) e
incremento del glutation oxidado (GSSG) (Kim ef al., 1992). Se ha demostrado
que el incremento celular de GSSG disminuye la actividad de la 3-hidroxi-metil-
glutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA) (Gilbert y Stewart, 1981). Con la
disminucién de la actividad de la HMG-CoA reductasa, el flujo de carbonos a
fravés de la via del mevalonato se reduce y como consecuencia disminuye la

sintesis de colesterol (Engle et al., 2001).

Asimismo, estudios realizados por Sevcikova ef al. (2003) indican que la
suplementacién con Cu puede modificar el perfil de acidos grasos en polios de
engorda. El mecanismo mediante el cual el Cu puede afectar el perfil de acidos
grasos no es totaimente conocido, pero existen hipétesis que indican que el Cu
puede afectar la desaturacion, esterificacién y movilizacion de triacilglicercles

(Engle ef al., 2001).

Tradicionalmente la fuente de Cu ha sido el sulfato de Cu pentahidratado
debido a su costo y disponibilidad comercial, sin embargo, los iones libres de
este compuesto son muy reactivos y pueden formar complejos con ofras
moléculas de la dieta limitando su absorcion (Baker y Ammerman, 1995). Por

esta razon, existe un gran interés en las fuentes organicas, tales como los



complejos de aminodcidos, quelatos y proteinatos de Cu, ya que presentan
una mayor absorcién en la mucosa intestinal en comparacion con las fuentes

inorganicas (Close, 2002).

Por lo anterior, la presente investigacion se realizd par cubrir los siguientes
objetivos: 1) Evaluar el efecto del Cu sobre el comportamiento productivo; 2)
Evaluar el efecto del Cu sobre el contenido de colesterol total y el perfil de
acidos grasos; 3) Determinar la concentraciéon de cobre en tejidos y excretas; y

4) Calcular los niveles 6ptimos bioldgicos de Cu.
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2.1 Revision de literatura
2.1.1 Marco de referencia

2 1.1.1 Situacion actual de la produceién de pollo de engorda en México

La industria avicola mexicana ha logrado consolidarse a lo largo de los afios
como la actividad pecuaria mas importante de México. Su crecimiento y
desarrollo se ha fundamentado en el esfuerzo de los avicultores mexicanos
quienes han procurado mantener una actividad fuerte y vanguardista en todos
los niveles productivos, y como parte de su fortaleza la tasa de crecimiento
anual sostenida es de alrededor de 5%, con una produccion que registro un

valor superior a los 57 mil millones de pesos en el 2006 (UNA, 2006).

La avicultura mexicana en el 2005, aportd el 0.76% en el PIB total, el 16.57% en
el PIB agropecuario y el 44.17% en el PIB pecuario. El sector avicola participd
con el 63.2% de la produccion pecuaria; donde el 33% lo aporta la produccion
de pollo, el 30.1% la produccién de huevo y el 0.20% la produccién de pavo

(UNA, 20086).

El 90% de la produccidén de carne de pollo en México durante el 2005, se
concentré en 10 estados, localizados principaimente en el centro del pais,
donde se encuentran los principales centros de consumo. En este afio se
produjeron cerca de 2.5 millones de toneladas de carne de pollo, muy por
encima de los demas carnicos, la produccidn de huevo fue de 2.3 millones de

toneladas y la de pavo 13,840 toneladas (UNA, 2008).
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En México el consumo per-capita de pollo ha aumentado de 19.9 kg en el 2000
a 24.2 kg durante el 2005, lo que representa un incremento del 21.6%. La carne

de pollo es preferida a otras carnes por su calidad y frescura y por ser mas

accesible (mayores puntos de venta, mejor precio) (UNA, 2006).

2.1.1.2 Situacion actual de los lipidos en la salud publica

Las cardiopatias y los accidentes cerebrovasculares causan la muerte de unos
17 millones de personas al afo, lo que representa casi una tercera parte de
todas las defunciones del mundo. En el afio 2020 seran la principal causa de
defuncién y discapacidad en todo el mundo, y se prevé que el nimero de
victimas aumente a mas de 20 millones al afio y, para el 2030, a méas de 24

millones (Mackay y Mensah, 2004).

En el afio 2004 se produjeron mas de 50,000 muertes en México a
consecuencia de enfermedades isquémicas del corazon. Esta cifra representa
poco més de 10% del total de muertes del pais, lo gque ubica a las cardiopatias
isquémicas como la segunda causa de muerte en México, sblo por debajo de la

diabetes mellitus (SSA, 2004).



Figura 2.1. Mortalidad por enfermedades isquémicas del corazén por

entidad federativa de México

Fuente: SSA (2004)

La isquemia cardiaca supone una disminucion del aporte del oxigeno al
corazén, por lo genaeral debido a la obstruccién de las arterias coronarias,
principalmente como consecuencia de la formacion de placas en las paredes de

los vasos sanguineos (Novo ef al., 2004).

La isquemia grave y prolongada provoca infartos al miocardio y muerte. Sin
embargo, ho en pocas ocasiones la sintomatologia de éstas enfermedades es
més silenciosa y solo se manifiesta bajo condiciones de esfuerzo o estrés
intenso. Altos niveles de colesterol y triglicéridos en sangre, ademas de la
hipertension y el tabaguismo, son factores que incrementan la probabilidad de

desarrollar isquemia del corazén (Mackay y Mensah, 2004).



Distintos estudios observacionales han confirmado el papel predictor y la
existencia de una relacién causal entre hipercolesterolemia y cardiopatia
coronaria. Ademas, la hipercolesterolemia y la hipertension arterial se
encuentran asociadas frecuentemente, y presentan un efecto conjunto sinérgico
sobre el riesgo cardiovascular. lLa reduccién de la hipercolesterolemia
disminuye la incidencia y mortalidad por cardiopatia isquémica y enfermedad

cardiovascular en general (SSA, 2001).



2.1.2 Marco conceptual

2.1.2.1 Generalidades de los lipidos

El principal sitio de deposicién de grasa en los animales es el tejido adiposo, el
cual esta constituido por adipocitos. Los adipocitos presentan una gran vacuola
central donde se depositan los triglicéridos (TG) de reserva, desplazando al
resto de organelos celulares hacia la periferia. En el caso de las aves, la
morfologia de los adipocitos muestra una mayor especializacion de este tejido
para el almacenamiento de grasa, en comparacion con los mamiferos. De
hecho, el tejido adiposo de las aves, a diferencia de los mamiferos, tiene una
capacidad de sintesis de acidos grasos (AG) muy limitada, y la mayoria de
grasa acumulada proviene directamente de la dieta o de la sintetizada en el

higado (Griffin y Whitehead, 1982).

La grasa corporal total del pollo constituye entre el 15-20% del total del peso
vivo. Esta se distribuye en el organismo formando depésitos lipidicos bien
diferenciados (el abdominal, el de la molleja, el sartorial, el del cuello y el
mesentérico) o bien, formando parte de otros tejidos (higado, esqueleto, piel y
resto de la canal). La grasa de la canal constituye aquella contenida en los
musculos, intestinos, rifiones, pulmones, tejido conj‘untivo y otros depdsitos
lipidicos. Esta fraccion constituye el 40% de la grasa total, seguida de la grasa
contenida en los 5 depésitos lipidicos diseccionados y la piel (Crespo y Esteve,

2001).
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2.1.2.1.1 Metabolismo de los lipidos en las aves

Dentro del término lipidos se incluye un grupo heterogéneo de sustancias cuya
caracteristica comun es su solubilidad en disolventes organicos. Dentro de este
grupo los éacidos grasos, ftriglicéridos, fosfolipidos, esteroles y vitaminas
liposoiubles son los mas importantes, nutricionalmente hablando. Los
triglicéridos son ésteres de acidos grasos con el glicerol y son la principal forma
de almacenamiento de energia tanto en plantas como en animales,

constituyendo el 90% de las grasas y aceites (Crespo y Esteve, 2001).

2.1.2.1.1.1 Digestion de lipidos

e Emulsién y formacion de micelas
La grasa ingerida debe ser emulsionada en el estébmago para permitir la accién

de las enzimas pancreéaticas y la formacion de micelas en el gcontenido acuoso
del intestino. Entre las sustancias emulsionantes gue favorecen este proceso se
encuentran los monoglicéridos obtenidos de la hidrélisis gastrica de las grasas,
mediada por la lipasa gastrica, que hidroliza hasta un 30% de los lipidos de la

dieta en mamiferos (Crespo y Esteve, 2001).

Al contrario que en mamiferos, las aves presentan muy haja actividad lipolitica
en el estomago por lo que la éptima emuision de la grasa para ia posterior
formacién de micelas y absorcion de lipidos a nivel intestinai parece ser debida
a la existencia del reflejo entero-gastrico. Mediante este mecanismo, parte de

los triglicéridos hidrolizados en el duodeno vuelven nuevamente a la molleja,

11



acompafados por parte de las sales biliares, donde intervendran en la correcta

emulsién de la grasa (Place, 1996).

l.a grasa emulsionada estd formada por pequefios agregados esféricos de 200
a 5000 nm de diametro, constituidos por lipidos polares (fosfolipidos,
glicolipidos y monoglicéridos). Gracias a la caracteristica anfotérica de estos
lipidos se pueden situar formando una monocapa en la interfase oleo-acuosa,
dirigiendo su extremo polar hacia el agua y su extremo apolar hacia el resto de
sustancias lipidicas (Nelson y Cox, 2004). Dentro de estos agregados se
engloban los fipidos menos polares (triglicéridos, esteroles, vitaminas
liposolubles) y los totalmente apolares (como las ceras, ésteres de vitaminas o

de esteroles) (Murray ef al.,, 2004).

Las sales biliares enfran en contacto con la grasa emulsionada disolviendo
algunos de sus constituyentes y proporcionandole carga negativa. Es de vital
importancia que las sales biliares se mantengan en solucion a los niveles de pH
que se dan en la molleja. Para ello se forman conjugados de las sales biliares
con la taurina gue permiten su disolucidn incluso a niveles de pH inferiores a 1

(Nelson y Cox, 2004).

En el duodeno, la carga negativa proporcionada por las sales biliares atrae a la
colipasa cuya funcién es la de mantener la lipasa pancreatica cerca del globulo
de grasa para permitir su accién. La lipasa pancredtica hidroliza

preferentemente los AG situados en los carbonos 1y 3 dei TG, dando lugar a 2-

12



monoacilgliceroles y acidos grasos libres, con caracter mas polar, formandose
asi particulas méas pequefias denominadas micelas cuyo diametro aproximado

es de 3-10 nm (Bohinski, 1991).

Otras enzimas pancredticas involucradas en la digestion de lipidos son las
fosfolipasas A1y A2 y la carboxil-ester-hidrolasa. Dichas enzimas catalizan la
hidrolisis de los fosfolipidos (dando AG libres y lisofosfolipidos) y diferentes
ésteres de AG, como los de colesterol. Los derivados lipidicos mas polares
pasan a la fase acuosa del intestino y entran a formar parte de las micelas,
junto con las sales biliares, englobando a otros lipidos no polares. El caracter
hidrofilico de las micelas les permite atravesar la capa acuosa adyacente a la
membrana celular y entrar en contacto con la membrana del enterocito para la

absorcién de los lipidos (Murray et al., 2004),

« Absorcién de lipidos
El proceso de transporte de lipidos a través de la membrana de la célula

intestinal se realiza mediante un proceso de difusidén pasiva, principalmente a

nivel del yeyuno (Crespo y Esteve, 2001).

Existen diferentes factores que determinan el grado de absorcion de las grasas:
- Acidos grasos libres o monoglicéridos: Tras la hidrdlisis de los TG se liberan
AG libres (AGL) y monoglicéridos. Gracias a los 2 grupos hidroxilo de los
monoglicéridos su grado de polaridad es mayor que el de los AG libres, lo cual

favorece su absorcion.
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- Grado de insaturacién: las proteinas fransportadoras de acidos grasos
(FABP: Fatty Acid Binding Protein) tienen mayor afinidad por los AG
poliinsaturados (AGPI) y éstos, ademas, tienen mas capacidad para formar las
micelas por lo que su grado de absorcion es mayor respecto a los AG saturados

(AGSA).

- Longitud de cadena. a menor longitud de cadena del acido graso mayor
polaridad con relacién al tamario de la molécula, y por tanto, mayor capacidad
de interaccion con el medic acuoso. De hecho, los acidos grasos de cadena
media y corta no necesitan estar incorporados en las micelas para ser
absorbidos, ni necesitan proteinas transportadoras citosdlicas (FABP) ni las
lipoproteinas plasmaticas, ya que son transportados unidos a la albdmina

(Crespo vy Esteve, 2001).

- Interacciones: La combinacién de AGPl y AGSA mejora la absorcion de los
tltimos. (Sibbald, 1978). La mayor facilidad de los AGPI para formar micelas
mejora también la incorporacion de los AGSA a éstas, facilitando su absorcion.
Tal es dicho sinergismo que varios autores han establecido ecuaciones
exponenciales que relacionan el grado de insaturacion con la digestibilidad y el

contenido en energia metabolizable de la dieta (Wiseman et al., 1991).

Dentro de la célula intestinal se vuelven a formar los triglicéridos, fosfolipidos y
ésteres de colesterol que seran integrados en los portomicrones (PM) para su

paso a la circulacién portal. En la Figura 2.2 se esquematizan estas vias de
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sintesis. Se ha de mencionar, que en el caso de las aves, la reesterificacion de
los &cidos grasos absorbidos no es total y hasta un 50% pueden pasar
directamente a la sangre y ser transportados por la albGmina (Griffin vy

Whitehead, 1982).

Figura 2.2. Sintesis de lipidos en el enterocito y formacion de
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2.1.2.1.1.2 Metabolismo de las lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos proteo-lipidicos que permiten el transporte de

los lipidos a través de la sangre (Figura 2.3). Estan compuestos por un ntcleo

hidrofébico (lipidos no polares) y una capa externa de lipidos

apoproteinas (Motta ef al., 1998).

Figura 2.3. Metabolismo de lipoproieinas en aves
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En pollos se han identificado cinco tipos de lipoproteinas segdn su contenido en

triglicéridos y su densidad, los portomicrones (PM), lipoprotefnas de muy baja

densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de

baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Griffiny Whitehad,

1982).
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Figura 2.4. Clasificacién de las lipoproteinas

Clasificacion delipoproteinas:
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e [Metabolismo de los portomicrones

A diferencia de los quilomicrones (QM) de mamfferos, los portomicrones pasan
a la circulacion portal, por lo que son dirigidos directamente al higado. Sin
embargo, al igual que en mamiferos, la captacién por parte del higado no
sucede hasta después de ser parcialmente metabolizados en los tejidos
extrahepaticos, con un tiempo medio de circulacion de 3-4 minutos (Griffin y

Whitehead, 1982).

los portomicrones circulantes son substrato de la enzima lipoproteinlipasa
(LPL). En este proceso se produce la hidrélisis de los triglicéridos y parte de los
fosfolipidos, liberdndose &cidos grasos que seran captados por los tejidos o
transportados por el plasma unidos a la albdmina. Ei resto de fosfolipidos de los

portomicrones junto con las Apo C, seran transferidos a las lipoproteinas de alta
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densidad (HDL: High Density Lipoprotein), quedando un portomicrén remanente
ico en ésteres de colesterol que sera captado por el tgjido hepatico (con

receptores para la Apo B) (Crespo y Esteve, 2001).

e Metabolismo de las VDL

Las VLDL son sintetizadas en el higado y liberadas a la circulacion conteniendo
triglicéridos, colesterol, fosfolipidos y las correspondientes apoproteinas. Como
es bien sabido, en el polio, el higado es el principal sitio de sintesis de acidos
grasos (Fisher, 1984), por lo que la deposicion corporal de grasa dependera en
gran medida de la secrecion y los niveles plasmaticos de VLDL (Crespo vy

Esteve, 2001).

En cuanto a la secrecion de VLDL son menos conocidos los factores que
regulan este proceso, sin embargo, parece ser que la enzima D-9 desalurasa
juega un papel importante (Legrand et afl., 1997). El mecanismo mediante el
cual esta enzima favorece la secrecion de VLDL no estd muy claro, algunas
hipbtesis sugieren que la enzima D-9 desafurasa incorpora un doble enlace en
el carbono 9 de los 4cidos grasos, formando écido oleico y palmitoleico a partir
del estearico y palmitico, respectivamente. La introduccion de éste doble enlace
produce una disminucién en el punto de fusion del 4cido graso, lo cual

favoreceria su incorporacion a las lipoproteinas (Crespo y Esteve, 2001).
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Por otro lado, también existe la posibilidad de que el acido oleico impida Ia
degradacion intracelular de Apo B, apoproteina necesaria para la sintesis de

VLDL (Dixon ef al., 1991).

Al igual que los portomicrones, las VLDL son substrato de la LPL. Una vez
hidrolizados los TG, parte del colesterol, fosfolipidos y Apo-C son transferidos a
jas HDL. Las VLDL hidrolizadas pasan a formar las lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL: Intermediate Density Lipoprotein} y las lipoproteinas de baja
densidad (LDL: Low Density Lipoprotein) con mayor densidad que las VLDL,

debido a su mayor contenido proteico (Crespo y Esteve, 2001).

e Metabolismo de las IDL y LDL

Las IDL presentan mayor contenido en colesterol y ésteres de colesterol. Por su
carencia en Apo-C, dejan de ser substrato de la LPL, pudiendo ser captadas por
el higado o metabolizadas a LDL. La conversion de IDL a LDL parece ser
mediada, al menos en mamiferos, por la flipasa hepética (LH), mas que por la
LPL (Welch y Borlakoglu, 1992), aunque parece ser que dicha enzima presenta
una actividad inferior en las aves (Griffin y Whitehead, 1982). En el proceso
vuelven a hidrolizarse triglicéridos y fosfolipidos, quedando una particula muy

rica en colesterol (Crespo y Esteve, 2001).
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Las LDL pueden ser captadas por gran variedad de tejidos, constituyendo una
importante fuente de colesterol para la integridad de la membrana celular y la
sintesis de hormonas esteroideas. La retirada de las IDL y LDL de la circulacion
es realizada por endocitosis mediada por un receptor y su posterior degradacion

es en los lisosomas (Crespo y Esteve, 2001).

o Metabolismo de las HDL

Las HDL pueden ser sintetizadas por el higado o ser producto de la hidrélisis de
lipoproteinas ricas en triglicéridos. Actian como vehiculo de transporte del
colesterol, tanto a los tejidos periféricos como hacia el higado (fransporte

inverso de colesterol) (Crespo y Esteve, 2001).

En mamiferos, ademas, juegan un importante papel en el metabolismo de los
QM y VLDL, va que les transfieren las Apo C y E y capta el colesterol y
fosfolipidos tras la hidrélisis de estas lipoproteinas. En mamiferos, las HDL son
el principal substrato de la lecitin-colesterol acil-transferasa (LCAT) activada por
la Apo-Al y gue esterifica el colesterol con la lecitina haciéndolo pasar al centro
~ de la lipoproteina (parte hidrofébica) y permitiendo proseguir su captacion. En
aves, la Apo-Al esta también presente en las VLDL, IDL y LDL, por lo que todas
estas lipoproteinas son substrato para la esterificaciéon del colesterol (Griffin y

Whitehead, 1982).
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2.1.2.2 Metabolismo del colesterol

2.1.2.2.1 Estructura quimica

Fi colesterol es una molécula. isoprenocide conformada por un ndcleo de
ciclopentanoperhidrofenantreno con cuatro anillos fusionados, (Figura 2.3), un
grupo hidroxilo en la posicién C-3, un centro insaturado entre los atomos de
carbonos 5 y 6, una cadena hidrocarbonada ramificada de 8 carbonos unida al
anillo D en la posicién 17 y un grupo metilo (denominado C-19) unido a Ia
posiciéon 10, y otro grupo metilo (designado como C-18) unido a la posicion 13

(Bohinski, 1991).

Figura 2.5. Estructura quimica del colesterol
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2.1.2.2.2 Funciones

La mayoria del colesterol presente en el organismo se encuentra en las
membranas celulares, situado en forma paralela a los acidos grasos de los
fosfolipidos. La fluidez de la membrana depende en gran medida de la

concentracion de esteroles: debido a su rigidez, los esteroles reducen la fluidez
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de la membrana, por lo tanto los esteroles determinan las propiedades de

permeabilidad y estabilidad de las membranas celulares (Bjérkhem, 2004).

Figura 2.6. Estructura de la membrana celular
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El colesterol es un componente esencial de membranas celulares en el cerebro
y esta involucrado en un gran nimero de funciones biologicas tales como
sefiales de transduccion, mielinizacién y sinaptogénesis (Valenza y Cattaneo,

2006).

Otra importante funcion del colesterol es que es precursor de sales biliares
(Norlin y Wikval, 2007). La funcion de las sales biliares es actuar como
detergentes fisioldgicos: emulsifican las grasas vy las vitaminas liposolubles,

haciéndolas disponibles para la absorcion en el intestino (Russell, 2003).
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Asimismo, el colesterol es precursor de diversas hormonas estercides
(progestagenos, glucocorticoides, mineralocorticoides, andrégenos, estrogenos
etc.) involucradas en la reproduccién y el metabolismo (Rusell, 2003) y es

precursor inmediato de la vitamina D3 (Wang y Tuchimaa, 2006).

2.1.2.2.3 Sintesis

El proceso de sintesis tiene lugar en cuatro fases, en la Fase 1 se condensan 3
unidades de acetato para formar un intermediario de 6 carbonos, el mevalonato.
La Fase 2 supone la conversion del mevalonato en unidades de isopreno
activadas. L.a Fase 3 es la polimerizacion de 6 unidades isopreno de 5 carbonos
para formar la estructura lineal de 30 carbonos del escualeno. Finalmente la
Fase 4, la ciclacion del escualeno forma los cuatro anillos del nicleo esteroide y
una serie de cambios adicionales (oxidaciones, eliminacion o migracién de

grupos metilo) conducen a la formacion del colesterol (Nelson y Cox, 2004).

1. Sintesis del mevalonato a partir del acetato
Dos moléculas de acetil-CoA se condensan formando acetoacetil-CoA, que a su
vez se condensa con una tercera molécula de acetil-CoA para dar el compuesto
de seis carbonos B-hidroxi-B-metilglutari-CoA (HMG-CoA). Estas dos primeras
reacciones, catalizadas por la ticlasa y la HMG-CoA sintasa, respectivamente,
son reversibles y no comprometen a la célula a la sintesis de colesterol u otros
compuestos isoprenoides. La tercera reaccién es un paso de compromiso: la

reduccion del HMG-CoA a mevalonato, para la cual dos moléculas de NADPH

23



donan dos electrones cada una. La HMG-CoA reductasa, proteina integral de
membrana del reticulo endoplasmatico liso es el principal punto de regulacién

en la sintesis de colesterol (Nelson y Cox, 2004).

2. Conversion del mevalonato en dos isoprenos activados
En esta fase se transfieren tres grupos de fosfato de tres moléculas de ATP al
mevalonato. El fosfato unido al grupo hidroxilo C-3 del mevalonato en el
intermedio 3-fosfo-5-pirofosfomevalonato es un buen grupo saliente; en el paso
siguiente salen este fosfato y el grupo carboxilo vecine produciendo un doble
enlace en el producto de cinco carbonos, A’-isopentenil pirofosfato. Este es el
primero de los dos primeros isoprenos activados cruciales en la formacion del
colesterol. La isomeracion del A’-isopentenil pirofosfato da lugar al segundo

isopreno activado, el dimetilalil pirofosfato (Nelson y Cox, 2004).

3. Condensacién de seis unidades de isopreno activadas para formar
el escualeno

El isopentenil pirofosfato y el dimetilalil pirofosfato experimentan una
condensacion “cabeza-cola” en la que se desplaza un grupo pirofosfato
formandose una cadena de 10 carbonos, el geranil pirofosfato. El geranil
pirofosfato experimenta otra condensacion “cabeza-cola” con el isopentenil
pirofosfato dando el intermedio de 15 carbonos farnesil pirofosfato.
Finalmente, se unen dos moléculas de farnesil pirofosfato cabeza con cabeza,
eliminandose ambos grupos pirofosfato obteniéndose el escualeno (Nelson y

Cox, 2004).
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4. Conversion del escualeno en el niicleo esferoide de cuatro anillos
La accién de la escualeno monooxigenasa adiciona un atomo de oxigeno del O,

al extremo de la cadena de escualeno formando un époxido. Esta enzima es
otra oxidasa de funcion mixta, el NADPH reduce el otro dtomo de oxigeno del
0, a H,0. Los dobles enlaces del producio, escualeno-2, 3- epoxido, estan
colocados de modo que una notable reaccidon concertada convierte el
escualeno epdxido lineal en un estructura ciclica. Esta ciclacion conduce a la
formacion de fanosterol, que contiene los cuatro anillos caracteristicos del
nticleo esteroide. El lanosterol se convierte finalmente en colesterol en una
serie de unas 20 reacciones entre las que se incluyen fa migracion de algunos

grupos metilo y la eliminacién de otros  (Nelson y Cox, 2004).

2.1.2.2.4 Regulacion

La sintesis de colesterol es un proceso complejo y energéticamente caro, por lo
que es claramente ventajoso para un organismo poder regular la sintesis del
colesterol de modo gue complemente la ingestion del mismo en la dieta (Murray

ef al., 2004). La sintesis de colesterol se regula en general mediante tres vias:

1) Regulando la actividad de la HMG-CoA reductasa, que cataliza el paso
limitante en la sintesis de novo. esta inhibicidn de corto plazo puede ser:
competitiva, por efectos alostéricos o por modificaciones covalentes

(fosforilacion reversible via AMPc). También hay regulacién a largo plazo,
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regulando la sintesis y degradacion de las enzimas. Ef camino principal por el
cual es regulada la HMG-CoA reductasa es a largo plazo, controlando la

cantidad de enzima en la céluta (Conn y Stumpf, 1996).

Cuando los ﬁiveies de LDl -colesterol o de mevalonato disminuyen, la cantidad
de HMG-CoA puede aumentar hasta 220 veces (aumenta su sintesis y
disminuye su degradacion), cuando los niveles de LDL-colesterol o de
mevalonato son regenerados el efecto es el contrario. La HMG-CoA puede ser
regulada también a corto plazo, mediante fosforilacién reversible (al igual que 1a
glucdégeno sintasa, piruvato deshidrogenasa, acetil-CoA carboxilasa y otras
enzimas). La forma fosforilada es menos activa, esta reaccion es catalizada por
la HGM-CoA reductasa cinasa; esta enzima es idéntica a la proteina cinasa
dependiente de AMP que hace la misma reaccion en la acetil-CoA carboxilasa

(Conn y Stumpf, 1996).

2) Regulando la sintesis de los receptores de LDL (mecanismo similar al
de VLDL). El aumento en la concentracion intracelular de colesterol, inhibe la
sintesis del receptor de LDL y viceversa. La concentracién sérica de DL
depende de la velocidad con que el higado remueve IDL {(apolipoproteinas que
se unen especificamente a los receptores de LDL) de la circulacion, lo cual a su
vez depende del nimero de receptores para LDL funcionales en la supetficie de

fos hepatocitos (Bohinski, 1991).

26



3) Regulando la velocidad de esterificacion y por tanto la liberacion. La acil
CoA colesterol acil trasferasa (ACAT) es regulada por fosforilaciones reversibles

y por control a largo plazo (Conn y Stumpf, 1996).

2.1.2.2.5 Transporte

La mayor parte del colesterol se encuentra en forma esterificada y se transporta
mediante las lipoproteinas del plasma, la proporcién mas elevada del colesterol
se encuentra en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Murray et af,, 2004).

Figura 2.7. Estructura de las lipoproteinas
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Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), de densidad intermedia (IDL) y
baja densidad (L.DL) trénsportan el colesterol del higado a los tejidos periféricos,
mientras que las lipoproteinas de alta densidad (HDL) transportan el colesterol
de las células y tejidos periféricos al higado, proceso usualmente conocido

como transporte inverso del colesterol (Repa et al., 2000).
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2.1.2.2.6 Excreciodn

Tradicionalmente, la excrecidn hepatobiliar es considerada como la ruta mas
importante de eliminacion de colesterol del organismo (Torsten et al, 2002).
Alrededor del 75% del colesterol producido en el higado es convertido en sales

biliares y éstas son segregadas en la bilis (Murray et al., 2004),

2.1.2.2.7 Excesos

Desde |la década de los afios 50 se comenzd a responsabilizar a los lipidos,
principalmente al colesterol como uno de los factores mas importantes en la
produccidn de aterosclerosis (Fermandez et al, 1999). La asociacion entre el
colesterol sérico vy la incidencia de cardiopatias isquémicas se ha demostrado
en estudios experimentales y epidemiolégicos observandose una relacion

continua, gradual y muy intensa (Lahoz y Mostaza, 2007}

Figura 2.8. Aterosclerosis
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2.1.2.3 Metabolismo de los acidos grasos

2.1.2.3.1 Estructura quimica

Los acidos grasos son acidos carboxilicos con cadenas hidrocarbonadas de 4 a
36 carbonos, en algunos casos esta cadena estd completamente saturada (no
tiene dobles enlaces) y sin ramificar, ofros confienen uno o varios dobles
enlaces (Nelson y Cox, 2004)._

Figura 2.9. Estructura de los acidos grasos
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2.1.2.3.2 Nomenclatura

La nomenclatura sistematica mas frecuente designa a los acidos grasos de
acuerdo con el hidrocarburo que posee el mismo nimero y disposicion de
atomos de carbono, sustitu_yendo la o final por la terminacion —oico (sistema
ginebrino). Por tanto, los acidos saturados terminan en —anoico por ejemplo
&cido octanoico, y los acidos insaturados con enlaces dobles terminan en —

enoico, como el acido octadecaenoico (Lobb y Kuang, 2000).
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Los acidos grasos estan clasificados en funcidn del nimero de carbonos (C),
del nimero de dobles enlaces (:) y del emplazamiento del primer enlace (w). Se
distingue los acidos grasos saturados (AGSA) y los acidos grasos mono vy
poliinsaturados (AGMI y AGPI) segln la ausencia o presencia de doble enlace.
Esta distincion es muy importante porque determina las propiedades fisicas y

biclogicas de los acidos grasos (Brody, 1998).

2.1.2.3.3 Funciones

Los acidos grasos cumplen una gran variedad de funciones bioldgicas en el
organismo. Son la mayor forma de almacén de energia, componentes
estructurales de membranas, precursores de eicosanoides y ligandos de
receptores nucleares involucrados en [a homeostasis de los lfpidos (Cunnane,

2003).

- Componentes de membranas plasmaiicas

Los acidos grasos son incorporados estructuralmente dentro de los fosfolipidos
de las membranas celulares. L.os acidos grasos insaturados regulan la fluidez
de la membrana de la matriz lipidica, de esta manera, alteran la permeabilidad y
funcidn de las membranas. Las membranas plasmaticas son tipicamente
constituidas por una bicapa de moléculas de fosfolipidos. La naturaleza de las
cadenas de los 4Acidos grasos pueden afectar significativamente las

propiedades de las membranas, de esta forma, los acidos grasos saturados dan
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una conformacion mas rigida, mientras que los acidos con dobles ligaduras
hacen a la membrana mas flexible y reactiva (Cunnane, 2003). La flexibilidad y
reactividad es particularmente importante en las membranas altamente
excitables del sistema nervioso central, las cuales son excepcionalmente ricas

en DHA (acido docosahexanocico) y en acido Araquidénico (Innis, 2003).

- Precursores de eicosanoides
Los derivados de los acidos grasos esenciales son precursores directos de los
gicosanoides, los cuales estan involucrados en una gran variedad de procesos

inflamatorios y vasculares (Lipkin, 1987).

Los eicosanoides son sintetizados mediante la ciclizacién en la parte media de
la cadena de los acidos grasos poliinsaturados de 20 carbonos por las enzimas
ciclo-oxigenasa y lipoxigenasa, dando como resultado la produccién de
prostaglandinas, tomboxanos, leucotrienos y lipoxinas (Strandvik ef al, 1996).
En humanos el acido araquiddnico es el principal precursor de eicosanoides

(Smith, 1992).

- Receptores nucleares en el metabolismo de lipidos
En afios recientes, los acidos grasos esenciales han creado interés como
reguladores de genes involucrados en el metabolismo de lipidos (Zhao ef al.,

2004).
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- Efectos de los &cidos grasos sobre la enfermedad cardiovascular

En diversas investigaciones se ha comprobado que los acidos grasos n-3 y n-6
disminuyen el riesgo cardiovascular, la incidencia de enfermedad isquémica
coronaria y la incidencia por infarto agudo al miocardio (Schacky, 2000). Los
acidos grasos poliinsaturados. de cadena larga n-3 y n-6 se han vinculado con
los efectos antiarritmicos, antitrombdticos, antiesclerdticos, antihipertensivos y

profilacticos en la enfermedad coronaria (Campos et al., 2002).

2.1.2.3.4 Sintesis

El elemento inicial para la sintesis de acidos grasos es la Acetil-Coenzima A
(Acetil-CoA) proveniente de la decarboxilacion oxidativa del piruvato, del
catabolismo de aminoacidos (principalmente glucogénicos: trecnina, alanina y
arginina) o de la degradacién de acidos grasos. Una vez presente la acetil-CoA
en el citosol se suceden una serie de reacciones hasta la formacion del acido

palmitico (Crespo, 2004).

Los cofactores necesarios para la sintesis de acidos grasos son el NADPH
(fosfato del dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido), ATP (trifosfato de
adenosina), Mn*", biotina y bicarbonato (Murray ef al., 2004). El paso de acetil-
CoA a malonil-CoA es mediado por la enzima acetil CoA carboxilasa y la biotina
como coenzima. En dicha reaccion se precisa de ATP y bicarbonato como

fuente de CO, Posteriormente se produce la elongacién de la cadena
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carbonada al combinarse sucesivas veces el malonil-CoA con el acetil-CoA
hasta la formacién de acido palmitico, mediante el complejo enzimatico &cido

graso sintasa (Nelson y Cox, 2004).

El complejo enzimatico acido graso sintasa es un dimero, compuesto de 2
mondmeros idénticos y que integra 7 sitios activos (Figura 2.10). La proteina
portadora del grupo acilo (ACP: Acil Coupling Protein) se esterifica con los
intermediarios acilados que intervienen en la sintesis de acidos grasos. Parece
ser que dicha proteina acita de “brazo oscilante” para trasportar los
intermediarios acilados de un enzima a otro dentro del complejo enzimatico

(Crespo, 2004).

Figura 2.10. Esquematizacién del complejo enzimatico acido graso sintasa

/Mt
& transferasa;

l.a 4cido graso sintasa posee ademas 2 grupos sulfhidrilo esenciales que se
cargan inicialmente con los grupos acilo del acetil-CoA y del malonil-CoA,

mediante enzimas transferasas. Seguidamente se suceden 4 etapas en cada
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una de las cuales se produce la adicidon de una unidad de 2 carbonos al malonil-

CoA, dando lugar finalmente al acido paimitico (Nelson y Cox, 2004).

La acetil-CoA necesaria para la sintesis de acidos grasos se encuentra en la
mitocondria, mientras que la biosintesis de acidos grasos se produce en el
citosol. Para el transporte de acetil-CoA a través de la membrana mitocondrial
se combina con el oxaloacetato para formar citrato, por la accién de la enzima
citrato sintasa. El citrato atraviesa la membrana mitocondrial y se combina con
la CoA para volver a formar acetil-CoA y oxaloacetato, mediante la enzima
citrato liasa. El oxalacetato vuelve a la mitocondria transformandose
primeramente en malato, mediante la enzima malato deshidrogenada (Nelson y

Cox, 2004).

El malato puede atravesar la membrana mitocondrial donde vuelve a oxidarse
para dar oxaloacetato, al integrarse en el ciclo del acido citrico, 0 puede ser
substrato de la enzima malica para producir piruvato que también se integrara
en el ciclo del acido citrico. EIl NADPH es una coenzima necesaria para la
sintesis de acidos grasos, ya que aporta el poder reductor necesario para
reducir ios enlaces dobles de los intermediarios de este proceso de biosintesis.
En aves, la enzima malica y la enzima isocitrato deshidrogenasa son las

principales suministradoras de NADPH (Asante y Bulfield, 1988).
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Una vez sintetizado el acido palmitico se produce la elongacion de la cadena
carbonada mediante la adicion de malonil-CoA y mediante la enzima acido
graso elongasa. La desaturacion es realizada por las enzimas desaturasas A?
A% A%y A° que afaden un doble enlace en los carbonos 4, 5, 6 y 9 del extremo

carboxilo (Crespo, 2004).

2.1.2.3.5 Degradacion

La degradaciéon de los acidos grasos para la obtencidn de energia se inicia con
la liberacion de éstos desde los adipocitos, mediante |a lipdlisis. La lipdlisis hace
referencia a la hidrélisis de los triglicéridos para dar acidos grasos vy glicerol y
estd mediada por la lipasa sensible a hormonas que libera los acidos grasos en
posicion 1 y 3 de los triglicéridos y la monoagilglicerol lipasa que libera el acido
graso en posicién 2 del triglicérido. La enzima reguladora de este proceso es la

lipasa sensible a hormonas (Crespo, 2004).

Mientras que en mamiferos la adrenalina y noradrenalina son las principales
hormonas estimuladoras dé la lipasa sensible a hormonas, en aves el glucagon
es principal activador. La activacion se produce por aumento del AMPc
(monofosfato de adenosina ciclico) intracelular. Este activa una proteina
quinasa que produce la fosforilacion de la enzima lipasa, pasando a su forma

activa (Langin et al., 1996).

35



Una vez liberados los 4cidos grasos son transportados por el plasma unidos a
la albimina y liegan a los diferentes tejidos donde se produce su oxidacién. La
B-oxidacion de los acidos se produce en [a mitocondria. El transporte del AG al
interior de la mitocondria se produce en 3 etapas. Primeramente, se produce Ia
esterificacion del AG con la coenzima A, mediante la enzima acil-CoA sintetasa
situada en la membrana mitocondrial externa. La enzima carnitin aciltransferasa
| situada en la membrana mitocondrial interna, cataliza la reaccion de transporte
del AG-CoA a través de la membrana mediante la esterificacion de éste con |a

carnitina y liberacién del CoA (Crespo, 2004).

Seguidamente, la camnitin aciltransferasa i, situada en la superficie intema de Ia
membrana mitocondrial interna, vuelve a transferir el AG desde la carnitina a la
CoA de la matriz mitocondrial. La enzima carnitin aciltransferasa regula la
velocidad de entrada del AG en la mitocondria y, por tanto, su oxidacién

{Crespo, 2004).

La oxidacion de los acidos grasos saturados se produce por la eliminacion
repetida de fragmentos de 2 carbonos, mediante oxidacién, que daran lugar a
acetil-CoA. El proceso se sucede mediante etapas de deshidrogenacion e
hidratacion. Las moléculas de acetil-CoA generadas entraran en el ciclo del
acido citrico o en el proceso de formacién de cuerpos cetdnicos (Murray ef af.,

2004).
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En el caso de los AG de numero impar de carbonos, los Gltimos 3 carbonos de
su cadena ({propionil-CoA) son transformados, mediante una serie de
reacciones, en succinil-CoA, que puede integrarse al ciclo del acido citrico. Para
la oxidacién de AG insaturados intervendran también los enzimas isomerasa y

epimerasa (Nelson y Cox, 2004).

La regulacion de la oxidacion de los acidos grasos se produce por su velocidad
de penetracion en la mitocondria. La enzima carnitin aciltransferasa | se inhibe
especificamente por el malonil-CoA, primer intermediario en la sintesis de
acidos grasos. La concentracion de malonil-CoA en la célula aumenta con
dietas ricas en carbohidratos o con la insulina, (Saha ef al., 1999), y disminuye

con el ejercicio (Odland et al., 2000), o el ayuno (Drynan et al., 1996).
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2.1.2.4 Generalidades del cobre

2.1.2.4.1 Propiedades quimicas

El cobre deriva su nombre del vocablo latino cuprum, derivado de Cyprum,
nombre latino de la isla de Chipre. Su numero atdmico es 29, y su peso atémico
63.546, miembro de la primera serie de transicion y junto con el Vanadio,
Cromo, Manganeso, Hierro, Cobalto, Niquel y Zinc, constituyen ocho de los

metales nutrimentalmente esenciales (O'Dell y Sunde, 1997).

Posee dos is6topos estables, Cu y ®*Cu, con una abundancia relativa de 69,2
y 30.8%. Ademads, se encuentran varios radioisétopos de cobre, todos los
cuales presentan una vida media muy breve. Este elemento presenta tres
estados de oxidacion: Cu® (cobre metdlico), Cu™ y Cu*2 De forma excepcional,

este elemento se puede encontrar como Cu* (Dorsey et al,, 2004).

En los sistemas biologicos, el cobre se encuentra predominantemente como
Cu*. El ién cuproso (Cu*") es inestable (tiene electrones desapareados),
siendo facilmente oxidado a i6n chprico (Cu*?). Los cambios en el estado de
oxidacion pueden alterar los sistemas bioldgicos, afectando a diversas
moleculas a través de la oxidacion (p. €j., peroxidacion de lipidos, dafio del DNA
por oxidacidn de las bases nitrogenadas). Por otra parte, la transicién entre
estos estados de oxidacion permite que este elemento participe en una
diversidad de actividades cataliticas propias de la transferencia de electrones

(Olivares et al., 2005).



2.1.2.4.2 Funciones

La esencialidad del Cu para el crecimiento y la formacion de hemoglobina fue
descubierta en ratas en 1928 (Underwood y Suttle, 1999). Investigaciones
subsecuentes indicaron que el Cu era componente esencial de varias enzimas,
incluyendo a la citocromo oxidasa, lisil oxidasa, superoxido dismutasa,

tirosinasa, ceruloplasmina y dopamina B-monoxigenasa (O'Dell y Sunde, 1997).

Las enzimas dependientes de Cu funcionan en el metabolismo de la energia,
maduracion y estabilidad de colageno y elastina, pigmentacion, en el sistema de
defensa de antioxidantes y en el metabolismo del hierro, asi como en otros

procesos metabolicos (CMTSDWA, 2005).

La citocromo-c-Oxidasa (EC 1.9.3.1) juega un papel determinante en la
produccion de energia celular (Kunz et al, 1999). Es una enzima con
multisubunidades, localizada en la mitocondria que cataliza la reducciéon de O, a
H20 (McDowell, 1992). Representa la enzima terminal de la cadena respiratoria
y cataliza |a transferencia de 4 electrones al O, para formar dos moléculas de
agua y adenosin trifosfato (ATP). Esta enzima es partioulavrmente abundante en
los tejidos de mayor actividad metabdlica, como corazén, cerebro e higado

(Rosa y Mattioli, 2002).
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La ceruloplasmina (EC 1.16.3.1) es una a-2 globulina, sintetizada en el higado,
con un peso molecular de 132, 000 Daltons, con seis atomos de Cu por
molécula y con 8% de carbohidratos (Rosa y Mattiofi, 2002). Se ha pensado gue
el cobre esta involucrado en la absorcidn del hierro en la mucosa intestinal, su
movilizacién a los tejidos y su utilizacién en la biosintesis de hemoglobina,
Estas funciones son llevadas a cabo por la ceruloplasmina, facilitando el
transporte del hierro a través de fa formacidn de transferrina (Underwood vy
Suttle, 1999). La ceruloplasmina es la cuproproteina predominante en el
plasma, puede tener funciones antioxidantes y juega un papel impbrtante en la
fase aguda de la respuesta inmune; defectos en la funcién de la ceruloplasmina

provoca acumulacion celular de hierro (Institute of Medicine, 2001).

La superoxido dismutasa (EC 1.15.1.1) se encuentra en dos formas, una
manganeso dependienie y otra cupro-zinc dependiente (Institute éf Medicine,
2001). La superdxido dismutasa cupro-zine dependiente usa dos atomos de Cu
para la conversion del anién superéxido (0%) a HzO y O, los atomos de zinc
son estructurales (McDowell, 1992; O’'Dell y Sunde, 1997; Institute of Medicine,
2001). Esta enzima se localiza en el citosol, es un antioxidante plasmatico e
infracelufar y junto con la forma manganeso dependiente mitocondrial protegen
contra el dafio oxidativo al inactivar los iones superéxidos con la produccion de

peroxido vy oxigeno (Rosa y Mattioli, 2002).
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La /isil oxidasa (EC 1.43.13), juega un papel importante en el desarrollo del
tejido conectivo, incluyendo el del hueso, pulmén y el sistema circulatorio. Se
encarga de producir la desaminacion oxidativa de residuos de lisina en las
fioras de colageno y elastina, para formar uniones cruzadas las cuales le
otorgan la resistencia mecénica y sus caracteristicas funcionales (Institute of

Medicine, 2001).

La diamino oxidasa (EC 1.4.3.8), inactiva a la histamina liberada durante
reacciones alérgicas (Instituie of Medicine, 2001). La monoamina oxidasa
(MAQ) (EC 1.14.17.3), es importante en la degradacion de la serotonina a
metabolitos excretables y en el metabolismo de las catecolaminas (epinefrina,

norepinefrina, y dopamina) (Institute of Medicine, 2001).

La dopamina B-monooxigenasa (EC 1.14.17.1) usa ascorbato, cobre y O, para
convertir la dopamina a norepinefrina, un neurotransmisor, producido en las
células neuronales y de la glandula adrenal que juega un papel importante en la
transmision de impulsos nerviosos. La dopa es un precursor de la dopamina y
de los metabolitos usados en la formacion de la melanina, estos son producidos
por medio de la oxidacion de la tirosina, inducida por la tirosinasa (Institute of

Medicine, 2001).
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La a-amida monooxigenasa o tambien llamada o-amida monooxigenasa
pepfidilglicina, usa Cu y ascorbato para remover dos carbonos del carbono
terminal de [a glicina de los péptidos, generando una amida. Numerosas
hormonas peptidicas son modificadas postranslacionalmente por esta enzima

(Institute of Medicine, 2001)..

La galactosa oxidasa (EC 1.6.6.4) es una enzima extracelular que cataliza la
oxidacion de los alcoholes primarios a los aldehidos correspondientes, el
oxigeno molecular es el sustrato y el peréxido es el producto. Esta enzima
resulta de interés porque cataliza una reaccion redox de dos electrones usando
un solo idn Cu (ll). Este idn esta ligado a la tirosina. Durante la catalisis, la
proteina, no asi el metal, es activada por un electréon de transferencia. Lo
anterior sucede cuando el complejo Cu — tirosina forma un radical libre. Asi, el
Cu en la enzima estd asociado con un radical libre estable fuera de la
estructura, la Unica interaccidn Cu — enzima. La enzima es extremadamente

sensible al Cu, cantidades nanomolares la activan (O'Dell y Sunde, 1997).

Los factores humorales y celulares del sistema inmune son suprtimidos por uné
deficiencia de Cu. Dicha deficiencia disminuye los porcentajes relativos de los
linfocitos T esplénicos y las células T de auxilio y dafia la habilidad de éstas y
de las células fagociticas a responder a sefales de proliferacion, En contraste,
las células B y monocitos en sangre de animales con deficiencias de Cu se
incrementan. Normalmente, las sefiales mitogénicas inducen a las células T a

moverse dentro de la fase S del ciclo celular e iniciar la sfntesis de acido
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desoxirribonucleico (ADN). En la respuesta total coordinada, la sintesis de
interfeucina 2 un auxiliar de la hormona de las células T, activa a las células no
estimuladas y a los macrofagos. Las células de animales deficientes sintetizan
menos interleucina 2 y liberan menos hormona en la estimulacidn (O'Dell y

Sunde, 1997).

2.1.2.4.3 Absorcion

Existe una gran diferencia en el metabolismo del Cu entre animales no
rumiantes y rumiantes, estudios en humanos y ratas indican que la absorcion de
Cu se encuentra en rangos de 30 a 70% (Institute of Medicine, 2001), mientras
que en rumiantes se absorbe del 1 al 5% debido a los antagonistas en la dieta

(NRC, 2001).

La absorcién del Cu comienza en el estomago, el ambiente acido disocia al Cu
de la materia organica permitiendo que pequefias cantidades de Cu se difundan
a través de las paredes del mismo, sin embargo, la mayor proporcién de Cu se
absorbe en el intestino delgado, basicamente en duodeno e fleon (Institute of

Medicine, 2001).

l.a alcalinidad del intestino disminuye la solubilidad del Cu, el cual debe unirse a
amincacidos, acidos organicos u otros quelatantes para permanecer soluble en
esta regidn del tracto digestivo. El pH es un factor critico para la eficiencia de

absorcion. El Cu entra a las células de la mucosa por difusion simple y la
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transferencia a través de la capa serosa del intestino se lleva a cabo por otro

tipo de transporte (Figura 2.11) (O'Dell y Sunde, 1997).

Se han detectado dos tipos de transporte transepitelial del Cu, uno inmediato
saturable (activo} y ofro no inmediato no saturable (difusion simple) (Institute of
Medicine, 2001).

Figura 2.11. Absorcion de iones metalicos en el intestino
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Existen diversos factores dieteticos que pueden influir en la absorcién de Cu en
el tracto gastrointestinal (Cuadro 2.1) (Cousins, 1985). La forma quimica, la
valencia y las concentraciones relativas de metales competitivos determinan la

cantidad de Cu absorbida (Underwood y Suttle, 1999).
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Cuadro 2.1. Efecto de los constituyentes dietéticos, agentes ligantes de

Cu y factores endégenos sobre la absorcion del cobre.

CONSTITUYENTE

EFECTO

REFERENCIA

L-aminoacidos

Nitrilotriacetato
D-aminoacidos

Citrato, fosfato y gluconato
Oxalato, EDTA

Niveles altos de proteina dietética

Histidina

Eitatos
Acido ascorbico

Tiomolibdatos

Fibra
Zinc

++

-
+

Kirchgessner y  Grasssman,
(1970)

Keen y Hurley, (1980)
Kirchgessner y  Grasssman,

(1970)

Schultze y Hart, (1936)
Chapman vy Bell, (1963);
Kirchgessner y  Grasssman,
(1970}

Davis y Kratzer, (1962); Engel ef
al. (1967} ; Greger y Snedeker,
{1980} ; McCall y Davis, (1961)
Marceau et al. (1970); Gollan y
Diller, (1973)

Davis y Kratzer, (1962);

Carlton y Henderson (1965); Hill
y Starcher, (1965); Snedeker ef
al. (1982); Vohra y Kratzer,
(1965)

Suttle (1974); Cymbaluk et al
(1981)

Gollan (1975)

Fisher et al. (1981); Fisher et al.
(1983)

+: Efecto positivo; 0: Efecto neutro,; - Efecto negativo

Fuente ; Causing (1985)

En la mucosa intestinal, una porcion del Cu es ligado a la metalotionina o

proteinas similares, una vez ligado, se previene su transferencia a la serosa

intestinal. La metalotionina tiene mayor afinidad al Cu que al Zinc, por lo tanto,

altas concentraciones de Zinc dietético pueden reducir la absorcion de Cu

mediante la induccién de sintesis de metalotionina (Institute of Medicine, 2001).
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2.1.2.4.4 Transporte

De forma general, se asume que la albdmina y la transcupreina transportan al
Cu del intestino al higado, mediante la unién al grupo amino de la proteina
(Cousins, 1985). En el higado, el Cu puede ser excretado via bilis, almacenado
o usado para las sintesis de metalotionina u otras metaloenzimas (Figura 2.12)

(Institute of Medicine, 2001).

Figura 2.12. Aspectos basicos del metabolismo del Cu
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De las fracciones celulares y subcelutares del higado, el Cu es liberado para la
sintesis de eritrocupreina en los normoblastos de la médula 6sea y para la
sintesis hepatica de ceruloplasmina (O'Dell, 1979). Una vez sintetizada esta
cuproproteina es liberada por el higado hacia el sistema circulatorio, la
magnitud que comprende es del 93% del cobre plasmatico (Hermite y
Dehandtschutter, 1981); sin embargo, en aves la cantidad de Cu en la

ceruloplasmina plasmatica es menor (Cousins, 1985).
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Los iones de Cu ligados a la ceruloplasmina se intercambian con los tejidos y se
incorporan a las enzimas celulares que requieren Cu para funcionar (Cousins,
1985), El Cu es liberado en un sitio especifico de la membrana, la proteina no
penetra, el desligamiento del Cu de la proteina requiere un agente reductor
exdgeno y posiblemente un cambio conformacional en la estructura
tridimensional de la ceruloplasmina. Se ha propuesto que el acido ascorbico es
el factor reductor in vivo que facilita la liberacion del Cu como iones libres y que

posibilita su entrada (O’Dell y Sunde, 1997).

2.1.2.4.5 Excrecion

La principal ruta de excrecion del Cu es a fraves de la bilis, medio por el cual el
higado mantiene i{a homeostasis (Institute of Medicine, 2001). El Cu que
aparece en la bilis proviene de los lisosomas, a traves de las cuproproteinas
que sintetizan. LLa excrecion biliar s un proceso saturable y se realiza en contra
de un gradiente de concentracién. La glutatién es importante en la excrecion de
Cu, pero solamente en el estado de transporte intracelular. Pocas cantidades

son excretadas por medio de orina, piel y plumas (Rosa y Mattioli, 2002).
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2.1.2.4.6 Deficiencias

El primer cambio bioquimico al existir una deficiencia de Cu es la disminucién
de la concentracion de Cu en higado (Underwood y Suttle, 1999).
Posteriormente, puede provocar ataxia, anemia, leucopenia, neutropenia,
reduccion del crecimiento, disminucién del consumo de alimento, caida y
despigmentacion de plumas, desdrdenes en tejidos conectivos, ruptura adrtica,
enfisema pulmonar, fragilidad &sea, hipertrofia cardiaca, infertilidad,
alteraciones del sistema nervioso central, reduce el metabolismo de la glucosa,
ruptura del tendon de Aquiles, diarreas y elevacion del colesterol plasmatico
(Davis y Mertz, 1987; O'Dell y Sunde, 1997, Engle et af, 2001, Institute of

Medicine, 2001; Rosa y Mattioli, 2002;).

En deficiencias severas de cobre los pollos frecuentemente mueren de una
hemorragia interna, como resultado de rupturas vasculares (Kirk, 1998). En su
descripcion de la patologia de la deficiencia de Cu en pollos, Gallagher (1956;
citado por O'Dell, 1979) sefiala que en los huesos largos, especialmente en el
metatarso, se desarrollan torceduras y fragilidad excesiva. En pavos se

desarrolla perosis cuando existe deficiencia de Cu (Kirk, 1998).

Hill y Matrone (1961) fueron los primeros en demostrar la disminucién en la
pigmentacion de las plumas debido a una complicada deficiencia de cobre. La
deficiencia de Cu causa la pérdida de color en las plumas de la New Hampshire

y de la Rhode Island Roja (Damerow, 1994).
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2.1.2.4.7 Toxicidad

Existen diferencias entre especies en relacion a los niveles de toxicidad, en
particular, l1os ovinos son los animales mas sensibles a la intoxicacion con Cu,
seguidos por los bovinos y los cerdos; las aves son mas tolerantes (McDonald

et al., 1999).

Dosis farmacolégicas (250 a 500 mg de Cu kg™") via alimento o agua, reducen
el consumo y la productividad en pollos, pavos y ponedoras (Chiou et al.,, 1999).
Asimismo, pueden provobar lesiones en la cavidad bucal y en la capa protectora
interna de la molleja (Arias y Koutsos, 20086), también pueden ocasionar

proventriculitis (Wideman ef al., 1996).

En pavos, Zubair et al. (1996) y Leeson ef al. (1997) han observado que el
exceso de Cu modifica el modelo de fermentacion en ciego y aumenta la
viscosidad de la digesta y la pegajosidad de las excretas, lo que redunda en
peor calidad de la cama y mayor peligro de contaminacién microbiana en el

rastro.

En el hombre se presenta una enfermedad que deriva de la anormalidad en el
metabolismo del cobre, llamada enfermedad de Wilson. Esta enfermedad afecta
la sintesis de ceruloplasmina y como consecuencia, el cobre se acumula en

higado, cerebro y riflones provocando dafios irreversibles (Gollan, 1996).
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2.1.2.4.8 Interacciones

El metabolismo y absorcion de Cu pueden afectarse por el molibdeno (Mo),

azufre (S), calcio (Ca), zinc (Zn), hierro (Fe), manganeso (Mn), cobalto (Co),

plomo (Pb), cadmio (Cd) y selenio (Se) (Davis y Mertz, 1987).

Figura 2.13. Algunas interacciones con Cu
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En no rumiantes, altos niveles de Zn inducen deficiencia de Cu y viceversa

debido a que ambos elementos compiten por la absorcién (Institute of Medicine,

2001). ElI Cu presente en alimentos de origen natural se encuentra

generalmente ligado al acido fitico formando complejos estables llamados

fitatos (Mateos ef al., 2004).
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En rumiantes la formacion de tiomolibdatos totalmente indisponibles se debe a
la complejidad de la interrelacion del Mo, Cuy 8, es la razdn por la que el Cu se
ve afectado facilimente por los niveles de S y Mo. Los sulfatos son estables en
el estémago de los no rumiantes y por este motivo la transformacion del sulfato
a sulfuro no ocurre en éstos animales. Un nivel alto de S en combinacién con
concentraciones bajas o normales de Mo pueden reducir fa disponibilidad del
Cu debido a su transformacién a sulfuro de cobre en el rumen. El sulfuro de Cu
tiene una absorcidon baja. Si el nivel alto de sulfuro es un problema, se
recomienda cambiar el sulfato de cobre por el carbonato de colbre para asi

evitar afadir mas sulfuro a la racién (Berger, 1993).

2.1.2.4.9 Requerimientos de cobre

lLa esencialidad del Cu fue propuesta por McHargue (1925), sin embargo las
evidencias indiscutibles de los requerimientos bioldgicos del Cu fueron provistas

por Hart ef al. (1928) quién investigo la anemia en ratas alimentadas con leche.

El NRC (1994) recomienda 4, 2.5 y 8 mg de Cu kg” de dieta, para pollos en

crecimiento, gallinas ponedoras y polios de engorda respectivamente.
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2.1.2.4.10 Fuentes de cobre

El contenido en Cu de las materias primas presenta gran variacién (Cuadro
2.2). La disponibilidad es muy variable pero en general es inferior en fuentes
vegetales gue en fuentes animales o inorganicas, probablemente porgue en las
primeras, parte del mismo se encuentre en forma de fitatos (Aoyagi y Baker,

1993),

La mayoria de las fuentes suplementarias de Cu (metionato, lisinato, sulfato,
acetato, cloruro, Oxido cuproso, etc.) son bien utilizadas tanto en rumiantes
como en no rumiantes (Mateos et al., 2004). El sulfato de Cu pentahidratado se
toma como patron dandosele una disponibilidad del 100%, el carbonato
presenta valores medios, inferiores al sulfato, sélo el éxido clprico presenta

vaiores de utilizacién limitados (Jongbloed et al., 2002).

Tradicionalmente, las sales inorganicas tales como sulfatos, carbonatos,
clorhidratos y oxidos son adicionados a la dieta para cubrir los requerimientos
de los animales. Estas sales son hidrolizadas en el tracto digestivo en forma de
iones libres para ser absorbidas, sin embargo, los iones libres son muy
reactivos y pueden formar complejos con otras moléculas de la dieta

dificultando su absorcion (Close, 2003).
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Cuadro 2.2. Contenido de cobre en materias primas utilizadas en Ila

fabricacion de alimentos balanceados (mg kg™).

Media Rango CV N° de FEDNA
(%) muestras (2003}

Cereales
Maiz 3 0-6 12 7 3
Trigo 7 4-8 26 5 6
Cebada 8 3-10 37 10 7
Arroz 1 0 28 2 3
Centeno 4 3-4 20 2 &
Sorgo 3 - 0 2 6
Avena 7 3-10 76 2 5
Leguminosas y oleaginosas
Guisantes 9 4-15 47 7 8
Aliramuz blanco 4 - - 1 -
Altramuz azul 4 3-6 43 3
Haba de soya entera 15 12-17 19 3 17
Semilla de algodén 11 29-30 13 2 10
Semilla de girasol 13 12-14 7 4 21
Harinas de oleaginosas
Harina de girasol 32% 26 7-36 35 23 33
Harina de soya, 44% 18 7-39 41 16 19
Harina de palmiste, 15% 40 19-65 39 7 28
Harina de colza, 34% 6 - - 1 7
Proteinas animales
Harina de pescado, 70% 10 6-14 32 6 8
Suero dulce 16 0-44 109 9 3
Otros
Gluten feed 7 4-11 36 5] 8
Salvado de trigo 12 7-18 29 7 13
Mandioca 3 - - 1 5
Melaza 10 - - 1 19
Harina de alfalfa, 16% 12 5-18 30 26 15
Pulpa de remolacha 4 3-5 35 2 15
Fosfato monocalcico 14 8-19 40 3 8
Fosfato bicalcico 14 4-20 51 4 15
Carbonato ¢alcico 6 4-9 32 6 12
Cloruro sodico 3 2-3 28 2 3

Fuente: Mateos of al. (2004)
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La disponibilidad de los minerales traza varia considerablemente y en
condiciones extremas éstos pueden ser indisponibles para la absorcion y por lo
tanto grandes cantidades de minerales pueden ser excretados y causar
contaminacién ambiental. Por esta razén, existe un creciente interés en las
fuentes organicas o minerales quelatados, frecuentemente descritos como

proteinatos o complejos de aminoacidos (Close, 2002).

‘Complejo” es un término genérico usado para describir el producto formado
cuando un idn metalico reacciona con un ligando. Un ligando es una molécula o
ibn que contiene un atomo el cual tiene un par de electrones libres. El ién
metalico en un complejo puede ser unido al ligando a través de los atomos
donados por moléculas como el oxigeno, nitrégeno y azufre. Los ligandos que
contienen solo un atomo donador son llamados ligandos monodentados, los
gue contienen dos 0 mas atomos capaces de unir al idbn metalico se denominan
ligandos bi-, tri-, o tetradentados o ligandos polidentados. Los aminoacidos son
ejemplos de ligandos bidentados, los cuales unen a los iones metalicos via un
oxigeno del grupo carboxilico y del nitrdgeno del grupo amino {(Power y Horgan,
2000). Los complejos, quelatos o proteinatos pueden utilizar péptidos, o
aminoacidos para la absorcion en cantidades mayores que los iones libres

{Close, 2003).
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Estudios en cerdos y en ratas indican que la utiﬁzlacién de complejos de Cu son
considerablemente mejor utilizados en comparacién al sulfato de Cu, lo que
sugiere que los iones del complejo de Cu son absorbidos de forma distinta a los
iones inorgénicos, mediante una via que no interfiere con el metabolismo del Zn

oel Fe (Du ef al., 1996).

Cuadro 2.3. Biodisponibilidad relativa al sulfato de cobre (%) de diferentes

fuentes de cobre en pollos de engorda, cerdos y rumiantes.

Pollos de Cerdos Rumiantes
engorda
Sulfato 100 100 100
Carbonato 64 100 93
Oxido 24 74 76
Metionato 91 100 -
Lisinato 100 94 104

Fuente: Jongbloed ef al. (2002).

2.1.2.5 Cobre como promotor de crecimiento

Diversos estudios indican que el Cu administrado en pollos de engorda en
niveles farmacolégicamente altos que van desde 100 hasta 300 mg de Cu kg™
de dieta (Ewing ef al., 1998), tiene efectos de promotor de crecimiento (Brainer
et al., 2003). Nys (2001) indica que aportes de 100 a 240 mg de Cu kg™ de
dieta tienden a incrementar las ganancias de peso en pollos de engorda en un

rango comprendido entre 0 y 6.6%.
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Las razones del efecto benéfico del Cu sobre el crecimiento y la productividad
no es bien conocido pero el Cu 'podria contribuir al menos mediante cuatro
mecanismos diferentes: 1) agente antimicrobiano, 2) mejora de la digestibilidad
de ciertos nutrientes, 3) mejora de la respuesta inmune, y 4) proteccién de las
células contra la oxidacion y los dafios producidos por los radicales libres

(Mateos et al., 2004),

El efecto estimulante del Cu va unido a un mayor consumo de alimento, lo que
indica que su mecanismo de accidén podria ser similar al observado para los
promotores de crecimiento de tipo antibidtico (Zhou et al, 1994). De hecho
hiveles altos de Cu en el alimento son méas eficaces en lechones post-destete
en situaciones precarias de manejo y pobre estatus sanitario, que en cerdos en

engorda en buenas condiciones de crianza (Bradley ef al., 1983).

Existen investigaciones que demostraron que niveles de sulfato de Cu
incorporados en la dieta modifican cuantitativamente algunas poblaciones
bacterianas Gram positivas, como las de Sfrepfococcus spp que son
susceptibles al cobre bajo condiciones anaerdbicas, mieniras que poblaciones

de Lacfobacillus spp son insensibles (Dunning ef al., 1998).

Otro estudio similar realizado por Hojberg ef al. (2005), indican que dosis
elevadas de Cu reducen la cantidad de bacterias comensales en el tracto

gastrointestinal de cerdos, principalmente Sfreptococcus spp y Lactobacillus
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spp, con un consecuente beneficio para el animal puesto gue permite una
mayot cantidad de nutrientes disponibles para fa absorcion. Ademas, se
observo que el Sulfato de Cu reduce la cantidad de coliformes en el intestino
grueso, suptimiendo e induciendo resistencia a la adhesién e invasién por

patégenos especificos que pueden producir toxinas.

Zhou et al. (1994) observaron que inyecciones intravenosas de Cu también
estimulan el crecimiento de los lechones, lo que parece indicar que el modo de
accion del Cu podria ser doble y que la accion sistémica podria complementar
la accién antimicrobiana directa. Este mecanismo sistémico podria explicar los
beneficios que se obtienen al sustituir el Cu inorganico de la dieta por fuentes

organicas (Carlson, 2004).

En aves, Nys (2001) indica que el efecto positivo del Cu sobre el crecimiento
puede deberse a su accidon antimicrobiana o a un aumento de la secrecion de
neuropéptidos activos. Xia ef al. (2004) han observado que la utilizaciéon de
montmorillonita (arcilla del tipo alumino-silicato) enriquecida con Cu reducia el
numero de Escherichia coli y Clostridium ssp en intestino delgado y ciego de

pollos de engorda.
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2.1.2.6 Relacién metabdlica entre el perfil lipidico y el cobre

2.1.2.6.1 Colesterol

La relacion entre el perfil lipidico y el Cu ha sido descrita con base en
experimentos con ratas (Klevay, 1973; Lefevre ef al, 1988), y algunas otras
especies como monos (Milne ef al,, 1981), en los cuales la deficiencia de Cu

predispuso a hipercolesterclemia e hipertrigliceridemia.

El efecto del Cu en la disminucion del contenido de colesterol total en los tejidos
de pollos de engorda fue descrito por Bakalli ef al., (1995) quienes adicionaron
sulfato de Cu a dietas de pollos de engorda y encontraron que el contenido de
colesterol en pechuga disminuyd (P<0.05) 16.2 y 24.6% en el dia 35 y 42
respectivamente. Asimismo, Pesti y Bakalli (1996) evaluaron el efecto de la
suplementacion de sulfato y citrato de Cu y sefialan que con 125 mg de Cu kg™
dieta el contenido de colesterol en pechuga fue de 27.84 mg 100g™" con citrato
de Cuy de 25.32 mg 100g™" con el sulfato comparado con el grupo testigo que
fue de 43.92 mg 100g™" (P<0.05); es décir, una disminucién del 36.6% co.n el

citrato y de 42.35% con el sulfato de Cu respecto al grupo testigo.

El mecanismo mediante el cual la suplementacion de Cu disminuye el contenido
de colesterol en tejidos animales puede atribuirse al incremento en la
concentracion de Cu en el higado (Engle ef al., 2001). En éste érgano altas
concentraciones de Cu pueden regular indirectamente la biosintesis de

colesterol mediante la disminucién del glutation reducido (GSH) e incremento

58



del glutation oxidado (GSSG) (Kim et al, 1992). Se ha demostrado que el
incremento celular de GSSG disminuye {a actividad de ta 3-hidroxi-metil-glutaril
coenzima A reductasa (HMG-CoA) (Gilbert y Stewart, 1981). Con la disminucion
de la actividad de la HMG-CoA reductasa, el flujo de carbonos a fravés de la via
del mevalonato se reduce y como consecuencia disminuye la sintesis de

colesterol (Engle et al., 2001).

2.1.2.6.2 Perfil de acidos grasos

El efecto del Cu sobre el perfil de acidos grasos fue indicado por Sevcikova et
al. (2003), quienes evaluaron la suplementacién de fuentes inorganicas y
organicas de Cu (Sulfato y Bioplex®), encontrando que el Cu disminuyd (P <
0.05) la concentracion del acido miristico, linoleico, araquidénico,
eicosapentanoico  (EPA), docosahexanoico (DHA), 4cidos grasos
poliinsaturados omega-6 (AGPlw-6) y acidos grasos poliinsaturados omega-3
(AGPIlw-3), pero incrementd (P < 0.05) la concentracidn de acido palmitico,
oleico, acidos grasos saturados (AGSA) y é&cidos grasos monoinsaturados
(AGMI) en la pechuga de pollo de engorda, Otro estudio similar realizado por
* Skrivan et al, (2002) quienes evaluaron la suplementacion de Cu sefialan que
126 mg de Cu kg™ de dieta disminuy6 el contenido de lipidos totales, el acido
miristico y el acido Palmitoleico (P < 0.05), mienfras que el EPA y DHA se

incrementaron (P < 0.05) en muestras de pechuga de pollo de engorda.
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Un estudio realizado en pollos de engorda alimentados con dietas deficientes
en Cu indica que hubo un incremento (P < 0.05) en el contenido de colesterol,
trigliceridos y lipoproteinas de baja densidad en plasma (Kaya et al., 2008).
Ovecka ef al. (1988) seflalan que la deficiencia de Cu en ratas promueve la
acumulacion de acidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6 en ftriglicéridos de

varios tejidos,

El mecanismo mediante el cual el Cu puede afectar el perfil de acidos grasos no
es claro, pero puede incluir efectos en la desaturacion, esterificacion y
movilizacion de triacilgliceroles (Engle ef al.,, 2001). Ho y Elliot (1974) reportaron
que cerdos suplementados con 250 mg de sulfato de Cu kg’ de dieta
diminuyeron la proporcidn de éacido estedrico y palmitico con un
correspondiente incremento en los acidos de cadena larga, lo que sugiere que
la suplementacidon de Cu aumenta la actividad del sistema acido graso
desaturasa, lo cual contribuye al cambio en el perfil de los acidos grasos. La
desaturacion de los acidos grasos esta influenciada por la deficiencia de Cu y la
inhibicién de la actividad de la enzima A-9 desaturasa por agentes quelantes de
Cu y su consecuente reactivacion con iones de Cu sugieren que este elemento
puede estar involucrado en las reacciones cataliticas (Klaus y Neil, 1977). Tang
et al. (2000) observaron un incremento en la actividad de la enzima acido graso
sintetasa hepatica con la deficiencia de Cu y se lo atribuyen al incremento de
dos a tres veces de la concentracién de ARNm de la acido graso sintetasa, lo

que se traduce en la transcripcién de genes de la misma enzima.
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Por otro lado, Motta et al, (1996) indican que la deficiencia de Cu induce
modificaciones en las propiedades fisicoquimicas de las lipoproteinas afectando
su metabolismo en el organismo. Galhardi ef al (2005) sefialan que la
suplementacion con Cu tiene efectos benéficos sobre el perfil lipidico ya que
mejora las defensas antioxidantes endégenas y disminuye el estrés oxidativo in
vivo en suero de ratas. En contraste, Strain (1994) menciona que el Cu
promueve la oxidacion de fipoproteinas de baja densidad in vitro, fo que puede
atribuirse a que los iones libres de Cu tienen un efecto oxidativo (Diplock ef al.,

1988).
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2.2 Problematica, Hipétesis y Objetivos
2.1 Problematica

Eil dobre es adicionado como suplemento alimenticio en dietas para pollos de
engorda debido a sus propiedades como promotor de crecimiento. Asimismo, la
composicion lipldica de los tejidos de los pollos de engorda, principaimente e
contenido de colesterol total puede modificarse con la suplementacion de cobre,
debido a que éste mineral participa en el metabolismo de lipidos y lipoproteinas.
Ademas, se ha observado que {a suplementacion con Cu promueve la actividad
del sistema acido graso desaturasa, provocando un cambio en la relacién de

acidos grasos saturados: insaturados.

Disminuir el contenido de colesterol y de los acidos grasos saturados e
incrementar el contenido de &cidos grasos polinsaturados en productos
animales para consumo humano puede ser de vital importancia puesto que el
nivel de colesterol en sangre es un factor de riesgo en humanos, ya que puede
favorecer el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Por lo tanto, es
indispensable buscar alternativas para disminuir los niveles de colesterol y

acidos grasos saturados en carne de pollo.
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2.2 Objetivos

1.

Evaluar la suplementaciéon dietética de sulfato de Cu 6 Bioplex® a
diferentes niveles de suplementacion sobre el comportamiento productivo
del pollo de engorda a 42 dias de edad.

Evaluar la suplementacion dietética de sulfato de Cu 6 Bioplex® a
diferentes niveles de suplementacion sobre el perfil lipidico en pechuga,
pierna, muslo e higado de pollo de engorda a 42 dias de edad.

Evaluar la suplementacion dietética de sulfato de Cu 6 Bioplex® a
diferentes niveles de suplementacion sobre la concentracién de Cu en

tejidos y excretas de pollos de engorda a 42 dias de edad.

2.3, Hipotesis

1.

La suplementacién dietética con sulfato 6 Bioplex® a diferentes niveles
de suplementacion afectan el comportamiento pfoductivo del pollo de
engorda a 42 dias de edad.

La suplementacion dietética con sulfato 6 Bioplex® a diferentes niveles
de suplementacion modifican el perfil lipidico en pechuga, pierna, muslo,
e higado de pollo de engorda a 42 dias de edad.

La suplementacién dietética con sulfato 6 Bioplex® a diferentes niveles
de suplementacion afectan la concentracidon de Cu en las excretas de

pollos de engorda a 42 dias de edad.
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RESUMEN

El cobre dietético (Cu) se ha utilizado como promotor de crecimiento en polios
de engorda. El presente estudio evalud el comportamiento productivo y la
conceniracion de Cu en tejidos y excretas en pollos de engorda en respuesta a
la suplementacion con niveles y fuentes de Cu. Ademas, se calcularon los
niveles optimos biolégicos (NOB) de Cu que minimizaron la conversion
alimenticia (NOBCA) y que maximizaron la ganancia de peso (NOBGP) y el
peso vivo (NOBPV). Se distribuyeron 1782 pollos en nueve tratamientos con
tres repeticiones. Los tratamientos consistieron en la combinacion factorial de
hiveles (62.5, 125, 187.5 y 250 mg kg™ y fuentes (sulfato y Bioplex®) de Cu,
ademas se incluyé un tratamiento testigo. Se utilizé un disefio completamente al
azar .con submuestreo. Para detectar interaccion se empled un disefio
completamente al a.\zar con arreglo factorial 4X2, sin considerar al testigo. Las
medias fueron comparadas con la prueba de Tukey. Para calcular los NOB se
utilizaron modelos econométricos que incluyeron modelos de regresion. El
comportamiento productivo de 1 a 21 dias de edad no se afecté (p>0.05) por los
tratamientos. En el periodo de 22 a 42 dias la respuesta de la ganancia de
peso, conversion alimenticia y del peso vivo mejoré 2.3, 0.8 y 1.2%
respectivamente con la suplementaciéon con sulfato de Cu respecto al
tratamiento testigo, mientras que el Bioplex® no tuve efecto (p>0.05). Los
NOBGP, NOBCA y NOBPV se calcularon en 194, 201 y 195 mg de Cu kg'. La
concentracion de Cu en pechuga, pierna y muslo no se afectd (p>0.05) con los
tratamientos. Sin embargo, en el higado con 250 mg de Cu kg” de sulfato se
incrementéd 7.2 veces respecto al testigo. En las excretas, la suplementacion

con Cu mostré incrementos lineales (p<0.05) con ambas fuentes de Cu.

Palabras clave: Pollo, fuentes de cobre, nivel &ptimo biolégico, excretas,
tejidos.
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ABSTRACT

Dietary Copper (Cu) has been used as a growth promoter in broilers. This study
was conducted to evaluate broiler performance and Cu concentration in tissues
and manure, as a response to Cu levels and sources. The Cu biological optimal
levels (BOL) to minimize feed conversion (BOLFC) and maximize weight gain
(BOLWG) and live weight (BOLLW) were calculated also. 1782 broilers were
allocated to nine freatments with three replicates. Treatments consisted of a
factorial combination of levels (62.5, 125, 187.5 and 250 mg kg') and Cu
sources (sulphate and Bioplex®). In addition to & control (no supplemental Cu)
was inciuded. A completely randomized design with sub-sampling was applied.
A completely randomized design was used, with a 4x2 factorial arrangement
without considering the control, to detect interaction between Cu levels and
sources. Means were compared by Tukey test. The NOB was calculated with
econometrics models, which included regression models. Broilers performance
from 1 to 21 days of age was not affected (p>0.05) by treatments. In the stage of
22 fo 42 days, Cu supplementation with sulphate improved (p=0.05) 1.26 weight
gain, 0.52 feed conversion and 1.24% live weight. Bioplex® did not affect
(p>0.05) broiler performance. BOLWG, BOLFC and BOLLW values were 184,
201 and 195 mg of Cu kg as sulphate. Cu concentration in breast, leg and
thigh was not affected (p>0.05) by treatments. However, in liver with 250 mg of
Cu kg' of sulphate of Cu increased 7.2 times with respect to the control
(p<0.05). In poultry manure, Cu concentration showed linear increases (p=0.05)

with both sources.

Key words: Broilers, copper sources, biological optimal levels, poultry manure,

tissues.
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INTRODUCCION
El cobre (Cu) es adicionado como suplemento alimenticio en dietas para pollos
de engorda debido a sus propiedades como promotor de crecimiento (Brainer of
al, 2003). De forma comercial, se utilizan niveles farmacolégicamente altos que

van desde 100 hasta 300 mg de Cu kg™ de dieta (Ewing et al., 1998).

La inclusién de concentraciones de Cu mayores al requisito de 8 mg de Cu kg
establecido por el NRC (1994), incrementan la ganancia de peso entre 4.9 y
9.1% y mejoran la conversion alimenticia entre 3.4 y 7.6% (Pesti y Bakalli, 1996;
Ewing et al, 1998). El mecanismo de accion del Cu c¢omo promotor de
crecimiento atn no esta bien definido; Shannon (2005) menciona que ef Cu
podria actuar como agente antimicrobiano a nivel enterico mediante la
reduceion de la microfiora intestinal permitiendo que exista una mayor cantidad
de nutrientes disponibles para la absorcion. Dunning et al. (1998), demostraron
que poblaciones de Streptococcus ssp son susceptibles al cobre bajo
condiciones anaerdbicas, mientras gue poblaciones de Lacfobacillus spp son
insensibles. Asimismo, Hojberg et al. (2005) indican que el sulfato de Cu reduce
la cantidad de coliformes en el intestino grueso, suprimiendo e induciendo
resistencia a la adhesidn e invasién por patégenos especificos que pueden

producir toxinas.

Tradicionalmente la fuente de Cu ha sido el sulfato de Cu pentahidratado
debido a su costo y disponibilidad comercial, sin embargo, los iones libres de

este compuesto son muy reactivos y pueden formar complejos con otras
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moléculas de la dieta limitando su absorcion (Baker y Ammerman, 1995). Por
esta razén, existe un gran interés en las fuentes organicas, tales como {0s
complejos de aminoacidos, quelatos y proteinatos de Cu, ya que presentan
una mayor absorcion en la mucosa intestinal en comparacion con las fuentes

inorganicas (Close, 2002).

El presente estudio se realizd con el objetivo de evaluar el efecto de niveles y
fuentes de Cu, sobre el comportamiento productivo y la concentracion de Cu en
tejidos y excretas de pollos de engorda, y calcular los niveles éptimos biologicos

de Cu.

MATERIALES Y METODOS
Se utilizaron 1782 pollos machos de la linea Ross 308, de un dia de nacidos,
repartidos en nueve tratamientos con fres repeticiones cada uno. Las unidades
experimentales se conformaron por 66 pollos y fueron distribuidas al azar en
corrales de 8 m? con cama de paja de avena de aproximadamente 5 cm de
espesor. El agua y el alimento se proporcionaron a libre acceso durante las seis
semanas del ensayo. Las dietas utilizadas (Cuadro 1) se elaboraron con base
en sorgo y pasta de soya, calculadas a partir de las recomendaciones para la

linea Ross 308 (Aviagen, 2003).
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Cuadro 3.1. Dietas base para la fase de iniciacion y finalizacion.

Ingredientes Iniciacion®  Finalizacion®
(%) (%)
Sorgo 56.77 65.57
Pasta de soya 30.35 22.16
Gluten 5.00 4.28
Aceite de soya 3.34 3.35
HCI Lisina 0.25 0.22
DL-Metionina 0.16 0.10
L-Treonina 0.06 0.04
Carbonato de calcio 1.21 1.31
Fosfato dicélcico 1.85 1.40
Premezcla de vitaminas® 0.15 0.15
Premezcla mineral® 0.03 0.03
Pigmento 0.00 0.56
Coccidiostato 0.05 0.05
Sal 0.40 0.40
Cloruro de Colina (75%) ' 0.1 0.11
Arena® 0.27 0.27
Total 100.00 100.00
Analisis calculado
Energia metabolizable (Mcal kg™) 3.04 3.20
Proteina (%) 21.10 18.00
Lisina (%) 1.12 0.89
Metionina (%) 0.48 0.37
Treonina (%) 0.75 0.60
Calcio (%) 1.00 0.90
Fosforo disponible (%) 0.45 0.35
Cobre (mg kg™ 15.21 14.02

"De 1 a 21 dias; 'De 22 a 42 dlas; *Los niveles dietéticos de fuentes de Cu sustituyeron a la atena en la
dieta; *La premezcla de minerales no contuvo Cuy aportaba 61 g kg™ de Mn, 1.9 mg kg'deT, 33.6 mg
kg' de Zn,y 0.1 mg kg de Se. * La premezcla de vitaminas estaba compuesta por 3000 Ul de Vit. A,
3000 UIP de Vit, D3, 30 UI Vit. E, 2 mg Vit. K, 1.8 mg de Tiamina, 0.11 mg de Vit. B12, 3.6 mg de
Riboflavina, 0.55 mg de Ac. Félico, 0.15 mg de Biotina, 10 mg de Pantotenato de Ca y 35 mg de Niagcina.
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Se evalud el efecto de la suplementacion con niveles de Cu (62.5, 125, 187.5 y
250 mg de Cu kg”) derivados de dos fuentes (Sulfato de Cu y Bioplex®Cu).

Ademas, se incluyo un tratamiento testigo (sin suplementacion de Cu).

Para evaluar el comportamiento productivo se llevaron registros de consumo de
alimento (CON) y peso vivo (PV) por semana y acumulados, para calcular

ganancia de peso (GP) y conversion alimenticia (CA).

Al final del ensayo biologico se sacrificaron tres aves por repeticion a las que se
les tomé una muestra de aproximadamente 50 g de pechuga, de pierna, de
muslo y de higado. Posteriormente las muestras fueron molidas,
homogeneizadas y congeladas a -20 °C hasta su analisis posterior. Asimismo,
se tomaron dos muestras de 1 kg de excretas por repeticion, las cuales fueron
molidas y homogeneizadas. La determinacién de la concentracion de Cu en
tejidos y excretas se realizdé con el método de Fick ef al (1979) en un

espectrofotdmetro de absorcion atémica Perkin Elmer 4000.

Ei analisis del comportamiento productive consideré un disefio completamente

al azar (1), mientras que en el de concentracion de Cu en tejidos y excretas se
utilizé un completamente al azar con submuestreo (2) dado que dentro de cada
repeticion se tomaron varias muestras para los analisis quimices. Los disefios

consistieron de nueve fratamientos y tres repeticiones.
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Los modelos estadisticos fueron;

Yij =pt T +E';j (1)

Yie=n+Ti+Ej+ Ex  (2)

Donde, Y= Valor de la variable respuesta; u= Media general; Ti= Efecto del i-
ésimo tratamiento; Ej= Error experimental y Ey = Error de submuestreo. Para
la comparacién de medias se utilizé 1a prueba de Tukey. El andlisis estadistico
se realizé con el procedimiento GLM del programa Statistical Analysis System

(SAS, 2001)

Se realiz6 un analisis aplicando un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 4 x 2 eliminado el control, donde el primer factor fue el nivel de Cu y el
segundo la fuente. El objetivo de este andlisis fue determinar la interaccion
entre las fuentes y el nive! de Cu, dado que la respuesta a la suplementacion de

Cu puede ser diferente para cada fuente,

Para el caiculo de los NOB, los modelos econométricos para maximizar GP y
PV, y para minimizar CA fueron: GP, CA y PV = f(Cu). La funcidn objetivo
f(Cu) se construyé con base en modelos de regresion estimados por medio del

procedimiento GL.M de SAS (2001).
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Los parametros de regresion, ademas de ser utilizados para integrar modelos
econométricos, se tomaron en cuenta para determinar las tendencias de la
respuesta a la suplementacién. Se estimaron los parametiros de tres modelos

de regresion para cada fuente de forma independiente:

Y= Bo+ PiXi +Ej
Y= Bo+ PaXi+ BaX + Ej

Y = Po + BiXi+ PaXi® + BaX* +E

Donde: Yj = variable dependiente, B¢ a P = Coeficientes estimados, X; = Nivel

de Cuy E; = Error aleatorio.

Las restricciones de los modelos econométricos fueron: A1X1=<p1Cu 2 Z4; AoXo-
@,Cu = Zz. Con la condicion de no negatividad XiXz 2 0. Donde Ar y Az
conforman la matriz de aporte de nutrimentos (energia, proteina, metionina,
lisina, calcio y fésforo) de los ingredientes en las dietas de iniciacién (1 a 21
dias) y finalizacién (22 a 42 dias). X y X2 son los vectores de ingredientes
usados en cada una de las dietas. ¢ y ¢, son los coeficientes del aporte total
de Cu de la dieta. Cu es el nivel de cobre de la dieta. Z; y Z2 son los
requerimientos de iniciacion y finalizacion de nutrimentos diferentes al Cu. Los
NOB fueron calculados por medio del optimizador del programa Excel (Young y

Halverson, 2003).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento productivo

Los parametros productivos de polios de engorda de 1 a 21 dias no fueron
afectados (p>0.05) por los tratamientos los cuales implicaban la suplementacion
con niveles y fuentes de Cu. (Cuadro 2). Lo anterior sugiere que la
suplementacién de Cu en la etapa de iniciacion no afecta las variables del
comportamiento productivo. Brainer ef al (2003) no obtuvieron respuesta
(p<0.05) en los pardametros productivos al suplementar Cu en el perfodo de

iniciacion.

Aoyagi y Baker (1993) no encontraron diferencias en el peso vivo entre pollos
de engorda alimentados con una dieta deficiente en Cu (0.56 mg de Cu kg y
una dieta normal (8 mg de Cu kg™) durante los primeros siete dias de edad. Sin
embargo, repbcl):‘rtan que la concentracion de Cu en plasma, en la vesicula biliar y

en el higado'diéminuyé significativamente.

Posiblemente el Cu no sea limitante en la tasa de crecimiento de pollos en
iniciacion, debido a la regulacion del metabolismo del Cu en el organismo por
medio de los depdsitos que tiene en higado y en la vesicula biliar. Sin embargo,
" deficiencias de Cu durante periodos prolongados afectan el status del Cu en el
organismo del pollo y las variables del comportamiento productivo podrian verse

afectadas (Aoyagi y Baker, 1993).
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En el periodo de 22 a 42 dias se detectaron diferencias (p=0.05) entre
tratamientos en GP y PV. Ademas, la respuesta a la suplementacién en GP, CA
y PV fue diferente (p=0.05) entre fuentes, lo cual se detectd con la interaccion
(Cuadro 3.3). Resuitados similares han sido publicados por Mifion et al. {(2006)
quienes al suplementar Cu en pollos de engorda obtuvieron una respuesta
positiva en el CON, GP y CA (p<0.05). Asimismo, Pesti y Bakalli (1996)
reportaron un incremento de 4.9% en la GP y una disminucién de 3.4% en la

CA en pollos de engorda suplementados con Cu.

No obstante, existen investigaciones que difieren con los resultados
encontrados; Sevcikova et al. (2003) no observaron diferencias (p=>0.05) en el
comportamiento productivo al evaluar sulfato y Bioplex®Cu. Jean et al. (2003)
utilizaron sulfato de Cu y metiohato de Cu y no hallaron respuesta en los
pardmetros productivos. Asimismo, Dozier et al. (2003) quienes evaluaron
sulfato de Cu y Availa®Cu (como fuente orgénica), no hallaron diferencias en el

PV ni en la CA (p>0.05).

El andlisis de regresién mostré tendencias cubicas para GP, CA y PV
dnicamente con el sulfato de Cu. Las respuestas a la suplementacion de Cu se
presentan en las Graficas 3.1, 3.2 y 3.3. La solucién de los modelos
econométricos indicdé que el NOB que maximiza la GP, minimiza la CA y
maximiza el PV fueron de 204, 201 y 195 mg de sulfato de Cu kg™ de dieta
respectivamente, mejorando con estos niveles de Cu 23% la GP, 0.6%la CAy

1.2% el PV.
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Grafica 3.1. Respuesta a la suplementacion en la ganancia de peso (GP) de
polios de engorda suplementados con diferentes niveles de Cu.
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Grafica 3.2. Respuesta a la suplementacién en la conversién alimenticia
(CA) de pollos suplementados con diferentes niveles de Cu.
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Grafica 3.3. Respuesta a la suplementacion en el peso vivo (PV) de pollos
suplementados con diferentes niveles de Cu.
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El efecto que ejerce el Cu sobre los pardmetros productivos puede atribuirse a
su efecto antimicrobiano puesto que altas concentraciones de Cu modifican
cuantitativa y cualitativamente las poblaciones microbianas como las de
Streptococcus ssp y Lactobacillus spp permitiendo que exista una mayor
disponibilidad de nutrientes para la absorciéon (Dunning et al, 1998).
Eventualmente, el Cu pudo haber disminuido la cantidad de coliformes en el
intestino grueso, suprimiendo e induciendo resistencia a la adhesion e invasion

por patégenos especificos productores de toxinas (Hojberg ef al., 20095).

Concentracioén de Cu en tejidos y excretas

La concentracién de Cu en la pechuga, la pierna y el muslo no fue afectada
(p>0.05) por la suplementacién con Cu. Sin embargo, en higado ia respuesta a
la suplementacion fue diferente para cada fuente, lo cual es confirmado por la
interaccion observada (p<0.05). Es importante mencionar que con 250 mg de
sulfato de Cu kg™ de dieta se incrementé 7.2 veces la concentracion de este
elemento en el higado respecto al tratamiento testigo y 5 veces respecto al

Bioplex®Cu (Cuadro 3.4).

lLa suplementacion de los niveles de ambas fuentes de Cu incrementaron
(p<0.05) la concentracién de este elemento en las excretas. El nivel mas aito de
suplementacién incrementé la concentracion de Cu en excretas 10.1 veces con

sulfato y 10.3 veces con Bioplex®Cu (Cuadro 3.4),



Go'osd ..
‘onneoyiubis oN SN

{G0 0> AN | ) sOjuSISYP UCS BUWIN|CO BUN UD B.]S| SJUSISYP U0D SBI0JeA .|

SN SN SN SN UOQIOORIOIUY
€Sy ©BE68EL Y20 LY ZLlo Ll €00 A €00 L'l x3|doig 06¢
05'GL 298C¢S GEO oy 80°0 [y €00 (A" ¢00 0t xs|dolg G'/81
6E'EL POLEBE 620 g'¢ G0'0 bL Z00 £l Z00 Ll xa|doig g1
¢8'ecl  e0vle 0’0 L€ 200 0L c00 'l 200 o'l xelcolg 629
cl'sy eLjigl el O¥C 900 'L €00 [ c0°0 VL rogeng 0G¢
168l  9E85S 620 8¢ €00 0’} ¥0°0 A 200 Ll rOSND G'/81
cl'ecl P2gl8c 80 9¢ €Ce 0’1 60°0 gl 200 0L rOSEND ST
88'vl ®RP96IC 950 ¥e €00 0l L0 'L [AVRY L'l rOSEND RAY]
G0'S 2L L 8¢ £e €00 gt €00 'l €00 L' obisa 0

33 SE}9IDXT = opebBiy 33 oenN| 3T eUILSId 33 ebnyosg epuong  { By 95

no

"epioBus op sojjod ap seysioxe A sopife) us {, B Hw) 24¢02 Sp UGITBIUSIUCY F'E CIPEND



El analisis de regresion indicé tendencias lineales para ambas fuentes de Cu en
el higado. Sin embargo la concentracién de Cu en higado con el Bioplex®Cu
es mas baja en comparacidn con las concentraciones observadas con los
niveles de suplementacion del sulfato de Cu (Grafica 3.4).

20
18 A

14 i Cu en HIG = -0.5908622+ 0.06706146{Cu)

8 12 | R¥*=0.09 SULFATO

§ <~ qp ] CuenHIG =3.27807333 + 0.005007077(Cu)
g2 5 R?=028 BIOPLEX

e O

@ E 6

3 4

25
37.5
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112.5 1
125 +
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150 -
162.5 4
175 -
187.5 4
200
212.5
225
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259

Cuen allmento {mg kg-1)

Grafica 3.4. Concentracién de Cu en higado en base seca

El presente estudio concuerda con Chen ef al. (1997) quienes no encontraron
diferencias (p>0.05) en la concentraciéon de Cu en tejidos ni en los rifiones de
polios suplementados con Cu. No obstante, observaron que en el higado la
concenfracién se incrementaba significativamente (p£0.05) a partir de las 100
mg de Cu suplementario kg' v llegaba a ser hasta 40 veces mayor que el
control con niveles de suplementacién de 500 mg de Cu kg". De la misma
manera, Miles et al. (1998) reportan que al utilizar sulfato y clorhidrato de Cu la

concentracion de Cu en higado se incrementé de forma lineal.
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En las excretas se observaron incrementos lineales para ambas fuentes. Los
datos muestran incrementos significativos en la concentracién de Cu llegando
hasta 738 mg de Cu kg™ de excretas con el nivel de suplementacion mas alto
(Grafica 3.5). Asimismo, no existen diferencias en la tasa de excrecién de Cu

entre el sulfato y el Bioplex®Cu.

700 gy gn excretas = 67.0372166 + 2.62312373(Cu)
600 R*=0.95 Sulfato

[41] _——
% o~ 500 Luenexcretas = 57.51505 + 2.62054203(Cu),_ s =
% % 400 - R* = 0.95 Biople e = .
£ 2 300 e vulfato de Cu
5 -~ 200 =Z==Bloplex® Cu
100 4
0 : T T T T T T T T ¥ T T T T T Ll T T T T T

Cu en alimento (mg kg™)

Grafica 3.5. Concentracion de Cu en excretas en base seca

Lin y Hsu (2000) hallaron resultados similares, ya que al suplementar con Cu la
concentracion de este elemento en excretas de pollos se incrementd (p=0.05).
Por otro lado, Jean et al. (2003) utilizaron Sulféto y metionato de Cu e indican
que no existe diferencia entre fuentes en la tasa de depositacién de Cu en
excretas. Sin embargo, Armstrong et al., (2004) sefalan que la utilizacidon de
formas organicas de Cu pueden tener un efecto similar al sulfato de Cu en los
parametros productivos pero con menores concentraciones, disminuyendo a

excrecion de este elemento al ambiente.
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La implicacion del presente estudio es que la suplementacion (mg de Cu kg™
de dieta con base en los niveles optimos calculados, conforme al objetivo del
productor, opiimiza los parametros del comportamiento productivo y mantiene
un status adecuado de Cu en tejidos e higado, pero incrementa el Cu emitido ai

ambiente.

Las concentraciones de Cu halladas en este rango de suplementacion no
representan un riesgo para la salud humana, tomando como referencia las
recomendaciones del Instituto de Medicina de los Estados Unidos de
Norteamérica en donde se indica que la ingesta diaria recomendada debe ser
de 0.2 a 0.3 mg de Cu kg™ en nifios y de 0.7 a 0.9 mg de Cu kg™ en adultos y el
nivel maximo tolerable de 1 a 3 mg de Cu kg™ en nifios y de 5 a 10 mg de Cu

kg™ en adultos (Institute of Medicine, 2001).

CONCLUSIONES
La suplementacién con sulfato de Cu mejord la ganancia de peso, conversion

alimenticia y peso vivo. El Bioplex®Cu no afectd el comportamiento productivo.

La concentracion de Cu en pechuga, pierna y muslo de pollos de engorda no se
incrementd con la suplementacién de Cu. No obstante, en el higado la
concentracién de Cu fue superior con el nivel mas alto de sulfato, mientras que

con el Bioplex® se mantuvo en concentraciones normales.
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La concentracion de Cu en las excretas tiene un efecto de acumulacion lineal y

no existen diferencias en la tasa de excrecion entre fuentes de Cu.
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RESUMEN

El cobre (Cu) modifica el contenido de colesterol y lipidos totales de los tejidos
del pollo, disminuyendo los factores de riesgo de enfermedades
cardiovasculares en consumidores. El objetivo de este estudio fue evaluar la
concentracion de lipidos totales (L.T) y el contenido de colesterol total (COL) en
pechuga, pierna, muslo e higado de pollos de engorda, en respuesta a la
suplementacién con Cu. Asimismo, se calcularen los niveles optimos biologicos
(NOB) de Cu que minimizaron los LT y el COL (NOBLT y NOBCOL), Se
utilizaron 1782 polios distribuidos en nueve tratamientos con tres repeticiones.
Los tratamientos consistieron en la combinacion de niveles (62.5, 125, 187 5 y
250 mg kg™) vy fuentes (sulfato y Bioplex®) de Cu, ademds, se incluyé un
tratamiento testigo. Se empledé un disefio completamente al azar con
submuestreo. Para detectar interaccion entré niveles y fuentes de Cu se utilizd
un disefioc completamente al azar con arreglo factorial 4X2, sin considerar al
testigo. Las medias se compararon con la prueba de Tukey. Para determinar ¢l
NOBLT y el NOBCT se construyeron modelos econométricos que incluyeron
modelos de regresion con efectos lineales, cuadraticos y cubicos. Los LT fueron
afectados (p=0.05) en pierna y muslo por los tratamientos. Ademas en el muslo
se presentd una interaccion (p<0.05) y se detectaron tendencias clbicas con el
sulfato, donde el NOBLT se calculd en 196 mg de Cu kg™ de dieta, obteniendo
una reduccion del 6% en LT respecto al testigo. El COL disminuyé (p<0.05)
Unicamente en el muslo, presentando tendencias lineales con el sulfato y
cuadraticas con el Bioplex®. EI NOBCOL fue calculado en 250 mg de Cu kg™
para el sulfato y en 133 mg de Cu kg™’ para el Bioplex®. La suplementacion con
Cu disminuyé el COL en muslo 20.56% con el sulfato y 22.57% con el Bioplex®
respecto al testigo.

Palabras clave: Polio, fuentes de cobre, colesterol total, lipidos {otales.
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ABSTRACT

Copper (Cu) modify cholesterol and total lipids content of broiler tissues,
diminishing risk factors of consumiers cardiovascular diseases. The objective of
this study was to evaluate total lipids concentration (LT) and total cholesterol
content (COL) in breast, leg, thigh and liver of broilers, as a response to Cu
supplementation. The biological optimum levels of Cu that minimize LT (BOLLT)
and COL (BOLCOL) were calculated also. 1782 broilers were allocated in nine
treatments with three replicates each. Treatments consisted of the factorial
combination of levels (62.5, 125, 187.5 and 250 mg kg") and Cu sources
(sulphate and Bioplex®). In addition, a control (no supplemental Cu) was
included. A completely randomized design with sub-sampling was applied. A
completely randomized design was used, with a 4x2 factorial arrangement
without considering the control, to detected interaction between sources. Means
were compared with the Tukey test. NOBLT and NOBCT were calculated with
econometrics models, which included regression models with linear, quadratic
and cubic effects. LT were affected (p<0.05) in leg, thigh and liver by freatments.
Besides, an interaction (p<0.05) was detected in thigh where as cubic trends
were observed with sulphate. NOBLT in thigh was calculated as 196 mg of Cu
kg' of sulphate, obtaining a 6%reduction in comparison to the control. COL
decreased (p<s0.05) only in thigh where as linear trends were detected with
sulphate and quadratic trends with the Bioplex®. NOBCOL was calculated on
250 mg of Cu kg for suphate and 133 mg of Cu kg for Bioplex®. Cu
decreased COL by 20.56% with sulphate and 22.67% with Bioplex® with
respect to control.

Key words: Broilers, copper sources, total cholesterol, total lipids.
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INTRODUCCION
Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de
mortalidad en el mundo (Gaziano, 2007). Entre algunos factores de riesgo se
ehcuentran altos niveles de colesterol y triglicéridos, los cuales son
influenciables por la dieta (Carrero ef al., 2005). Una alternativa para disminuir
el contenido de lipidos totales y de colesterol en la carne de polio es la

suplementacion con cobre (Cu) (Konjufca et al., 1997, Skrivanova et al., 2004).

El mecanismo mediante el cual ¢l Cu disminuye el contenido de colesterol en
tejidos animales no es claro; una tsoria supone que es mediante regulacién
indirecta sobre la actividad de la 3-hidroxi-metil-glutaril coenzima A reductasa
(HMG-CoA) con lo cual se reduce el flujo de carbonos a través de la via del
mevalonato, dishﬁinuyendo la sintesis de colestero!l (Gilbert y Stewart, 1981).
Respecto al efecto del Cu sobre los lipidos, investigaciones recientes asocian_la
deficiencia de Cu con hipercolesterclemia e hipertrigliceridemia (Alarcon ef al,
2000). Otros estudios indican que niveles farmacolégicos de Cu en gallinas de
postura inducen cambios en la hormona 17 (-estradiol y otras enzimas
involucradas en el metabolismo de lipidos, carbohidratos y aminoacidos (Pesti y

Bakalli, 1998).

Fi Cu es adicionado en dietas para pollos de engorda debido a sus
propiedades como promotor de crecimiento (Pesti y Bakalli, 1996).
‘Tradicionalmente, la fuente de Cu ha sido el sulfato de Cu pentahidratado

debido a su costo y disponibilidad comercial (Ewing ef al., 1998). Sin embargo,
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los iones libres de este compuesto son muy reactives y pueden formar
complejos con otras moléculas de la dieta limitando su absorcion (Baker y
Ammerman, 1995). Investigaciones recientes indican que las formas organicas
de Cu pueden tener el mismo efecto que el suifatc de Cu sobre el
comportamiento productivo pero con menores concentraciones, lo que se

traduce en menor excrecion fecal de este elemento (Armstrong ef al., 2004).

La presente investigacion se realizéd con el objetivo de evaluar el efecto de
niveles y fuentes de Cu, sobre los lipidos totales y el contenido de colesterol en
pechuga, pierna, muslo e higado de pollos de engorda, y calcular los niveles

6ptimos biologicos de Cu.

MATERIALES Y METODOS
Se utilizaron 1782 pollos machos de la linea Ross 308, de un dia de nacidos,
repartidos en nueve tratamientos con tres repeticiones cada uno, en donde se
evalué el efecto de |la suplementacién con niveles de Cu (62.5, 125, 187.5y 250
mg de Cu kg™) y de la fuente (Sulfato de Cu y Bioplex®Cu), ademas, se incluyd
un tratamiento testigo (sin suplementacion de Cu). Las unidades experimentales
se conformaron por 66 pollos y fueron distribuidas al azar en corrales de 6 m?
con cama de paja de avena de aproximadamente 5 cm de espesor. El agua y el
alimento se proporcionaron a libre acceso durante las seis semanas del ensayo.
Las dietas utilizadas (Cuadro 1) se elaboraron con base en sorgo y pasta de
soya, calculadas a partir de las recomendaciones de la linea Ross 308

(Aviagen, 2003).
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Cuadro 4.1. Dietas base para la fase de iniciacion y finalizacion.

Ingredientes Iniciacién®  Finalizacién®
(%) (%)
Sorgo 56.77 65,57
Pasta de soya 30.35 22.16
Gluten 5.00 4.28
Aceite de soya 3.34 3.35
HC! Lisina 0.26 0.22
DL-Metionina 0.16 0.10
L-Treonina 0.06 0.04
Carbonato de calcio 1.21 1.31
Fosfato dicalcico 1.85 1.40
Premezcla de vitaminas® 0.15 0.15
Premezcla mineral® 0.03 0.03
Pigmento 0.00 0.56
Coccidiostato 0.05 0.05
Sal | 0.40 0.40
Cloruro de Colina (75%) 0.11 0.11
Arena® 0.27 0.27
Total 100.00 100.00
Analisis calculado
Energia metabolizable (Mcal kg™) 3.04 3.20
Proteina (%) 21.10 18.00
Lisina (%) 1.12 0.89
Metionina (%) 0.48 0.837
Treonina (%) 0.75 0.60
Calcio (%) 1.00 0.90
Fasforo disponible (%) 0.45 0.35
Cobre (mg kg™ 15.21 14.02

"De 1 a 21 dias; "De 22 a 42 dias; *Los niveles dietéticos de fuentes de Cu sustituyeron a la arena en la
dieta; "La premezcla de minerales no contuve Cu y aportaba 61 mg kg de Mn, 1.9 mg kg™ de 1, 33.6 ng
kg' de Zn, y 0.1 mg kg de Se. * La premezcla de vitaminas estaba compuesta por 3000 UI de Vit. A,
3000 UIP de Vit. D3, 30 UL Vit. E, 2 mg Vit. K, 1.8 mg de Tiamina, 0.11 mg de Vit. B12, 3.6 mg de
Riboflavina, 0.55 mg de Ac. Félico, 0.15 mg de Biotina, 10 mg de Pantotenato de Ca y 35 mg de Niacina.
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Al final del ensayo biologico se sacrificaron tres aves por repeticion a las que
se les tomo una muestra de aproximadamente 50 g de pechuga, de pierna, de
muslo y del higado. Las muestras de carne, libres de grasa subcutanea, fueron
deshuesadas y homogeneizadas por molienda en un equipo Moulinex durante
30 segundos en forma ininterrumpida y se preservaron a -20 °C hasta su

analisis posterior.

La extraccion de lipidos totales (LT) se realizé por el método 923.07 de la
AOQAC (2000), utilizando una mezcia de solventes (1:1) cloroformo (J.T. Baker
9180-02) - etanol (J. T. Baker 9014-02). Los LT se determinaron
gravimétricamente y se expresaron como porcentaje en relacién con el peso de

la muesira.

La determinacioén de colesterol total (CT) fue por saponificacion directa (Abell et
al., 1951), y se cuantifico utilizando como estandar interno el 5 alfa colestano,
en un cromatégrafo de gases Varian 3400CX, equipado con una columna
capilar DB-5 (3m x0.25mm id) y un detector de ionizacion de flama. El gas
usado para acarrear fue nitrdgeno aplicando un flujo de 30 ml min™'. Las
temperaturas utilizadas fueron: Columna 280 °C; Inyector 260 °C; Detector 280

°C (Fenton y Sim, 1991).
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El analisis del LT y CT consideré un disefio completamente al azar con

submuestreo, con nueve tratamientos y tres repeticiones.

El modelo estadistico fue:

Yig= p+ Ti+ Ej+ E

Donde, Y= Valor de la variable respuesta; n= Media general; Ti= Efecto del i-
ésimo tratamiento; Ei= Error experimental y Ey = Error de submuestreo. Para
la comparacién de medias se utilizd la prueba de Tukey. El analisis estadistico
se realizé con el procedimiento GLM del programa Statistical Analysis System

(SAS, 2001).

Se realizé un andlisis aplicando un disefio completamente al azar con arregio
factorial 4 x 2 eliminado el control, donde el primer factor fue el nivel de Cu y el
segundo la fuente, El objetivo de este andlisis fue determinar la interaccion
entre las fuentes vy el nivel de Cu, dado que la respuesta a la suplementacion de

Cu puede ser diferente para cada fuente.

Para el calculo de NOB, los modelos econométricos para minimizar los LT y el
COL fueron: LT y COL = f(Cu). La funcién objetivo f(Cu) se construyb con
hase en modelos de regresion estimados por medio del procedimiento GLM de

SAS (2001).
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Los parametros de regresion fueron estimados a partir de tres modelos de

regresion para cada fuente de forma independiente:

Yi = Bo+ B1X + Eix
Yy = o + BaXi + PoXP + Ej

Y= Bo + PiXi + X7 + BaXi® +Ey

Donde, Y; = variable dependiente, By a pz = Coeficientes estimados, X; = Nivel

de Cu y E; = Error aleatorio.

Las restricciones de los modelos econométricos fueron: AX-@1Cu = Zy; AxXy-
@2Cu 2 Zp. Con la condicion de no negatividad X4X; 2 0. Donde Aq y Az
conforman la matriz de aporte de nutrimentos (energia, proteina, metionina,
lisina, calcio y fésforo) de los ingredientes en las dietas de iniciacion (1 a 21
dias) y finalizacion (22 a 42 dias). X; y Xz son los vectores de ingredientes
usados en cada una de las dietas. ¢4 y @2 son los coeficientes del aporte total
de Cu de la dieta. Cu es el nivel de cobre de la dieta. Z; y Z» son los
requerimientos de iniciacion y finalizacién de nutrimentos diferentes al Cu. Los
NOB fueron calculados por medio del optimizador del programa Excel (Young y

Halverson, 2003).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Lipidos totales

Los lipidos totales en pechuga e higado no disminuyeron (p>0.05) con la
suplementacion con Cu. Sin embargo, en fa pierna con 125 mg de Cu kg™ de
dieta se incrementd (pS0.0S) el porcentaje de LT en 11.6% con la
suplementacién con sulfato de Cu, mientras que disminuyé 13.1% con el
Bioplex® respecto al tratamiento testigo. En el muslo se encontrd interaccion
(p=0.05), es decir, la respuesta de los LT a la suplementacion fue diferente
para cada fuente, detectdndose con el analisis de regresion (p=0.05)
tendencias lineales, cuadraticas y cubicas para el sulfato de Cu unicamente

(Grafica 4.1).

E| efecto del Cu sobre los LT en tejidos de pollos también fue descubierto por
Skrivan ef al. (2002) quienes informaron una disminucién en LT en pechuga de
8.87% del tratamiento testigo a 6.18% con la suplementacion de 126 mg de
sulfato de Cu kg'1, es decir, una reduccién del 30.4%. Las respuestas
observadas en muslo y pierna podrian explicarse debido a que en estos tejidos
el contenido de lipidos es mayor que en la pechuga (Crespo y Esteve, 2001).
Por o tanto, la suplementacion de Cu probablemente indujo cambios en la
hormona 17 B-estradiol y en ofras enzimas involucradas en el metabolismo de
lipidos (Pesti y Bakalli, 1998). Huster et al., (2007) indican que el Cu altera la
funcién de las proteinas de unién a elementos reguladores de esteroles 2 (sterol
response elemen binding'profein-z, REBP-2) afectando el metabolismo de los

lipidos.

113



Il

G00sd <,

oAleolUBIg ON 1SN
(G0 0sd ‘Aeyn |} SejusiajIp UCS BULLNIOO BUN US BI19] SJUSISHP UOD SBIOJBA |

SN SN SN ugIsoBISU]
880 €L L 020 869 €Lo qe /6°¢ 600 90¢ xa|dolg 0G¢
GG0 882 90 8v'z ¢¢'o qesly 800 L6'¢C xsjdolg §'/8L
8¢'0 68'9 0e'0 GG'9 6L'0 q.9¢ £0°0 €8¢ xs|dolg §cl
6¢ 0 eV L 6¢0 0L geo qe /¥y AR 8¢ xajdolg 629
0e0 G869 L#0 AN G20 qe ccvy 910 €0t rOgSng 0S¢
I4AY 189 b0 £€6'9 FL0 qe clv AR 167C rOsend G'/81
9e0 98'9 8v 0 6E'L 0co BLLY AR 80¢ rQsNng Ggcl
LZ0 6L°9 be0 L8 AN ge ' FARMY lo€ OS] GC9
&70 [AVya A4t 8¢'L 910 qe iy S13Y gL¢ obyso) 0
Jepue)sy opeblH Jepugisg o|snp Jepueisy  eulSld Jepugisy eBnyssd Sweng (B bw)
40413 10113 Jolig 04T no

‘N 9p sejuang A sejoAIU sSjuLISlp

uo> scpeluswejdns epioBus op ojjod sp opebiy o sopife; us {019 %) soele) sopidi] "Z'y olpend



La solucién del modelo econométrico indicd que el NOB que minimiza los LT en
el muslo fue de 196 mg de sulfato de Cu kg'1 de dieta, con un 8% de reduccidn

en los LT en comparacion con el testigo (Grafica 4.1).
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Grafica 4.1. Lipidos totales (LTOT) en muslo de pollo de engorda
suplementados con diferentes niveles de Cu

Colesterol total

La suplementacién con Cu no disminuyé (p=0.05) la concentracién de
colesterol total en pechuga, pierna e higado. Asimismo, no se encontro
interaccion (p>0.05) entre el nivel de suplementacion y la fuente de Cu en los
tejidos antes mencionados (Cuadro 4.3). Sin embargo, en el muslo la respuesta
del COL a la suplementacién con Cu fue diferente para cada fuente, lo cual es
indicado por la interaccion (p=0.05) que se presento en este tejido (Cuadro 4.3).
Los anadlisis de regresidn realizados para cada fuente de Cu indicaron
tendencias lineales y cuadraticas para ¢l Bioplex® y lineales para el sulfato en

el muslo (Grafica 4.2).
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La solucion de los modelos econométricos mostré que el NOB que minimiza el
colesterol fue de 250 mg de Cu kg™ para el sulfato y de 133. 18 mg de Cu kg™
para el Bioplex. Los resultados indican una disminucion del CT en muslo de

20.56% con el sulfato y de 22.57% con el Bioplex®Cu respecto al tratamiento

testigo.
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Grafica 4.2. Colesterol total (COL) en muslo de pollos de engorda
suplementados con diferentes niveles de Cu.

La presente investigacion confirma el efecto positivo del Cu sobre la
disminucion del colesterol en pollo, previamente hallado por Premkumar et al.
(2002) quienes informan una disminucién del COL de 23.5% en muslo con 250

mg de sulfato de Cu kg de dieta.

Sin embargo, no concuerda con lo publicado por Sevcikova et al. (2003)
quienes evaluaron el efecto de la suplementacion de sulfato de Cu y de

Bioplex®Cu ¢ indican que la suplementacion con 175 mg de Cu kg' de dieta
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en forma de Bioplex® presentd los mejores resultados al disminuir el COL en
pechuga de 65.6 mg 100 g del tratamiento testigo a 49.3 mg 100 g con la
suplementacion de Bioplex®Cu, es decir una reduccion del 24.9%. Otro estudio
similar es reportado por Skrivanova et al. (2004) quienes observaron una
disminucion del 22% en el contenido de CT en pechuga con 126 mg de sulfato

de Cu kg™

El efecto del Cu sobre el contenido de colesterol que se presentd en musio
podria explicarse debido a su mayor contenido de lipidos, ya que el contenido
de colesterol esta asociado con el tejido adiposo (Crespo y Esteve, 2001).
También, el muslo presenta una mayor cantidad de fibras nerviosas y de tejido
conectivo de contraccién lenta (slow-twitch), dichas fibras tienen mitocondrias
mas grandes y en mayor cantidad, y su tasa metabdlica es mas rapida en
comparacion con las fibras de contraccién rapida (fast-twitch) (Konjufca et al.
1997). Ademas, el reticulo sarcoplasmico de las fibras de contraccion lenta
tiene de dos a tres veces mas colesterol que las fibras de contraccion rapida

(Bloch, 1991).

L.a implicacion del presente estudio es que la suplementacic’)n de 130 a 250 mg
de Cu kg™’ de dieta disminuye LT y COL en muslo de pollo, lo que se traduce en
un beneficio para la salud humana, puesto que existen evidencias de que la
reduccion de 1% en los niveles de colesterol en humanos representa una

reduccién del riesgo coronario de 2 a 3% (Manson et al., 1992).
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CONCLUSIONES
Los niveles y las fuentes de cobre afectaron el porcentaje de lipidos totales en

pierna y muslo y el contenido de colesterol en muslo.

LLa suplementacién con cobre en forma de Bioplex® disminuyo fos lipidos
totales en la pierna, mientras que e! sulfato los disminuyo en el musio. Ei
contenido de colesterol total disminuyd con ambas fuentes de cobre tinicamente
en el muslo. El Bioplex® fue més eficiente al disminuir el contenido de colesterol

total con menor cantidad de cobre en comparacion con ef sulfato.

El nivel 6ptimo biologico de cobre que minimizé los lipidos totales se calculd en
196 mg de cobre kg™ en forma de sulfato y el que minimizé el colesterol total en
133 mg de cobre kg’ en forma Bioplex® y de 250 mg de cobre kg™ en forma de

sulfato.
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RESUMEN

El desequilibrio entre el consumo de acidos grasos (AG) saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados aumenta el riesgo de padecer enfermedades
coronarias. El objetivo de este estudio fue evaluar el perfil de AG en pechuga,
pierna, muslo e higado de pollos de engorda en respuesta a la suplementacion
con Cu. Ademas, se determinaron los niveles 6ptimos biolégicos (NOB) de Cu
‘que optimizaron los AG. Se utilizaron 1782 pollos que fueron distribuidos en
nueve tratamientos con tres repeticiones. Los tratamientos consistieron en la
combinacién de niveles (62.5, 125, 187.5 y 250 mg kg™") vy fuentes (sulfato y
Bioplex®) de Cu. Asimismo, se incluyé un tratamiento testigo. Se utilizé un
disefio completamente al azar con submuestreo. Para determinar los NOB se
construyeron modelos econométricos que incluyeron modelos de regresion con
efectos lineales, cuadraticos y cubicos. Los AG saturados que disminuyeron
(p=0.05) su concentracion en respuesta a la suplementacion 6ptima con Cu
fueron el total de saturados en higado con una disminucion del 20.62% respecto
al testigo con un NOB de 143 mg de Cu kg " de sulfato y el miriético en pierna
con 54.22% con un NOB de 200 mg de Cu kg™ de Bioplex®. Por otro lado, los
acidos grasos insaturados que incrementaron (p<0.05) su concentracion fueron
el eicosapentaenocico en higado 41.24% con un NOB de 70 mg de Cu kg" de
sulfato y 31% con un NOB de 64 mg de Cu kg’ de Bioplex®, el total de
monoinsaturados en muslo con 18.21% con un NOB de 53 mg de Cu kg™ de
sulfato, el eicosaenoico en pechuga con 0.8% con un NOB de 204 mg de Cu kg
"de Biop'lex®, y el docosahexaenoico en pechuga 22.4% y en pierna 50.74%
con un NOB de 250 mg de Cu kg™’ de sulfato para ambas piezas.

Palabras clave: Pollo, fuentes de cobre, acidos grasos, docosahexaenoico,

eicosapentaenoico
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ABSTRACT

The imbalance among the consumption of fatty acid (FA) saturated,
monounsaturated and polyunsaturated increases risk of suffer to coronary
diseases in humans. The objective of this study was to evaluate the FA profile in
broiler breast, leg, thigh and liver as a response to Cu supplementation. The Cu
biological optimal levels (BOL) that optimize the FA were calculated also. 1782
broilers were allocated in nine treatments with three replicates each. Treatments
consisted of the factorial combination of four levels (62.5, 125, 187.5 and 250
mg kg™ and two Cu sources (sulphate and Bioplex®). In addition, a control (no
supplemental Cu) was included. A completely randomized desigh with sub-
sampling was applied. A completely randomized design was used, with a 4x2
factorial arrangement without considering the control, to detected interaction
hetween sources. The BOL was calculated with econometrics models, which
included regression models with linear, quadratic and cubic effects. Saturated
FA that decreased (ps0.05) concentration as a response to optimal Cu
supplementation, with respect to control, were in liver the total saturated ones
with 20.62% (BOL of 143 mg of Cu kg " as sulphate) and in leg mirystic with
54.22% (BOL of 200 mg of Cu kg' as Bioplex®). In other hand,
monounsaturated FA that increased (ps0.05) concentration were in liver
icosapentaenoic with 41.24% (BOL of 70 mg of Cu kg™ as sulphate) and 31%
(BOL of 64 mg of Cu kg' as Bioplex®), in thigh total monounsaturated with
18.21% (BOL of 53 mg of Cu kg™ as sulphate), in breast eicosaenoic with 0.8%
(BOL of 204 mg of Cu kg™ as Bioplex®), and in breast docosahexaenoic with
22.4% and in leg 50.74% (BOL of 250 mg of Cu kg as sulphate) for both

tissues.

Key words: Broilers, copper sources, fatty acids, docosahexaenoic,
eicosapentanoic
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INTRODUCCION
Estudios epidemiologicos y de intervencidon nutricional indican gue el consumo
de acidos grasos polinsaturados (AGPI) n-3 de cadena larga producen cambios
en las variables homeostaticas asociadas a efectos benéficos para la salud
humana (Carrero ef al., 2005). Diversas investigaciones asocian el desequilibrio
entre el consumo de 4cidos grasos saturados, monoinsaturados y AGPI con el
riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (Simopoulos, 2000). Existen
evidencias de que el Cu puede modificar el perfil de acidos grasos en la carne
de pollo (Sevcikova et al,, 2003). El mecanismo mediante el cual el Cu afecta el
perfil de 4cidos grasos no es totalmente conocido, pero algunas investigaciones
indican que el Cu puede afectar la desaturacion, esterificacion y movilizacién de
triacilgliceroles (Engle et al., 2001). Asimismo, Thompson ef al. (1973) sefialan
qUe la suplementacién con Cu aumenta la actividad del sistema acido graso
desaturasa en los microsomas del higado contribuyendo al cambio en el perfil

de los acidos grasos.

El Cu se utiliza comercialmente en dietas para pollos de engorda debido a su
efecto de promotor de crecimiento (Pesti y Bakalli, 1996). La fuente de Cu
cominmente adicionada es el sulfato de Cu pentahidratado debido a su costo y
disponibilidad comercial (Ewing et al,, 1998). Sin embargo, los iones libres de
éste compuesto son muy reactivos y pueden formar complejos con otras

moléculas de la dieta limitando su absorcion (Baker y Ammerman, 1995).
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Investigaciones recientes indican que las formas orgénicas de Cu pueden tener
el mismo efecto que el sulfato de Cu sobre el comportamiento productivo pero
con menores concentraciones, lo que se traduce en menor excrecion fecal de

este elemento (Armstrong et al., 2004).

La presente investigacion se realizd con el objetivo de evaluar el efecto de
niveles y fuentes de Cu, sobre el perfil de acidos grasos en pechuga, pierna,
muslo e higado de pollos de engorda, y calcular los niveles Optimos biolégicos

de Cu.

MATERIALES Y METODOS
Se utilizaron 1782 pollos machos de la linea Ross 308, de un dia de nacidos,
repartidos en nueve tratamientos con tres repeticiones cada uno, en donde se
evalud el efecto de la suplementacion con niveles de Cu (62.5, 125, 187.5y 250
mg de Cu kg™) y de la fuente (sulfato de Cu y Bioplex®Cu), ademds, se incluyd
un tratamiento testigo (sin suplementacion de Cu). Las unidades experimentales
se conformaron por 66 pollos y fueron distribuidas al azar en corrales de 6 m?
con cama de paja de avena de aproximadamente 5 cm de espesor, Elagua y el
alimento se proporcionaron a libre acceso durante las seis semanas del ensayo.
Las dietas utilizadas (Cuadro 1) se elaboraron con base en sorgo y pasta de
soya, calculadas a partir de las recomendaciones de la linea Ross 308

(Aviagen, 2003).
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Cuadro 5.1. Dietas base para la fase de iniciacion y finalizacion.

Ingredientes Iniciacién®  Finalizacién®
(%} (%)
Sorgo 56.77 65.57
Pasta de soya 30.35 22.16
Gluten 5.00 4.28
Aceite de soya 3.34 3.35
HCI Lisina 0.25 0.22
DL-Metionina 0.16 0.10 -
L-Treonina 0.06 0.04
Carbonato de calcio 1.21 1.31
Fosfato dicalcico 1.85 1.40
Premezcla de vitaminas® 0.15 0.15
Premezcla mineral® 0.03 0.03
Figmento 0.00 0.56
Coccidiostato 0.05 0.05
Sal 0.40 0.40
Cloruro de Colina (75%) 0.11 0.1
Arena® 0.27 0.27
Total 100.00 100.00
Analisis calculado
Energia metabolizable (Mcal kg™) 3.04 3.20
Proteina (%) 21.10 18.00
Lisina (%) 1.12 0.89
Metionina (%) 0.48 0.37
Treonina (%) 0.75 0.60
Calcio (%) 1.00 0.90
Fosforo disponible (%) 0.45 0.35
Cobre (mg kg™ 15.21 14.02

e 1 a 21 dias; "De 22 a 42 dias; “Los niveles dietéticos de fuentes de Cu sustituyeron a la arena en la
dieta; “La premezcla de minerales no contuvo Cu y aportaba 61 mg kg de Mn, 1.9 mg kg de T, 33.6 mg
kgt de Zn, y 0.1 mg kg de Se. * La premezcla de vitaminas estaba compuesta por 3000 UI de Vit. A,
3000 UIP de Vit. D3, 30 UI Vit. E, 2 mg Vit. K, 1.8 mg de Tiamina, 0.11 mg de Vit. B12, 3.6 mg de
Riboflavina, 0.55 mg de Ac. Folico, 0.15 mg de Biotina, 10 mg de Pantotenato de Ca y 35 mg de Niacina.
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Al final del ensayo biologico se sacrificaron tres aves por repeticion a las que
se les tomo una muestra de aproximadamente 50 g de pechuga, de pierna, de
muslo y del higado. Las muestras de carne, libres de grasa subcuténea, fueron
deshuesadas y homogeneizadas por molienda en un equipo Moulinex durante
30 segundos en forma ininterrumpida y se preservaron a -20 °C hasta su

analisis posterior.

El perfil de 4cidos graéos (AG) se determin6 una vez extraldos los lipidos
totales de la muestra. El método utilizado fue el 969.33 de |a AOAC (2000),
mediante un cromatdgrafo de gases marca Varian, modelo 3400 CX con
automuestreador 8400 y detector de ionizacion de flama, columna DB23 de 30
mx0.25mm di. El gas utilizado como acarreador fue N2 a un flujo de 30 mi m™,
las temperaturas usadas fueron: columna 230 °C; Inyector 150 °C; Detector 300
°C. Para caloular la concentracién de AG se utilizé como patrén de referencia
-una mezcla de estandares de AG presentes en la carne e higado de pollo.
Posteriormente el patrén de referencia se compard con los AG que contenia
cada muestra, tomando como estandar interno para el calculo de las

concentraciones al acido miristoleico.

Los AG saturados analizados fueron: miristico, pentadecanoico, palmitico,
heptadecanoico, estedrico, araquidico, heneicosanoico, behenico, tricosanoico
y lignocerico; los monoinsaturados: cis-10-pentadecanoico, palmitoleico, cis-10-

heptadecanoico, elaldico, oleico, eicosenoico y erucico; los polinsaturados n-3:
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a-linolénico, cis-11,14,17-eicosatrienoico, gicosapentaenoico,
docosapentaenoico y docosahexaenocico; y los poliinsaturados n-6:
linolelaidico, linoleico, y-linolénico, cis-8,11,14-eicosatrienoico, araquiddnico y
13,16-docosadienoico. La extraccion de lipidos totales (LT) se realizé por el
metodo 923.07 de la AOAC (2000), utilizando una mezcla de solventes (1:1)

cloroformo (J.T. Baker 9180-02) - etanol (J. T. Baker 9014-02).

El analisis considerd un diserio completamente al azar con submuestreo, con

nueve tratamientos y tres repeticiones. El modelo estadistico fue:
Yie= W+ Ti +Ej+ Ey

Donde, Yy= Valor de la variable respuesta; u = Media general; T= Efecto del i-
ésimo tratamiento; Ej= Error experimental Y Eix = Error de submuestreo. Para
la comparacion de medias se utilizé Ia prueba de Tukey. El andlisis estadistico
se realizo con el procedimiento GLM del programa Statistical Analysis System

(SAS, 2001).

Se realizé un andlisis aplicando un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 4 x 2 eliminado el control, donde el primer factor fue el nivel de Cuyel
segundo la fuente. El objetivo de este andlisis fue determinar la interaccion
entre las fuentes y el nivel de Cu, dado que la respuesta a la suplementacion de

Cu puede ser diferente para cada fuente.
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Para el calculo de NOB, los modelos econometricos, para minimizar los LT y el
COL fueron: LT y COL AG = J{Cu). La funcién objetivo F(Cu) se construys con
base en modelos de regresion estimados por medio del procedimiento GLM de

SAS (2001).

Los parametros de regresion fueron estimados a partir de tres modelos de
regresion para cada fuente de forma independiente:

Yi=Po+ BiX + Ej

Yi = o+ BaXi + PaXP + Ey

Yi = Bo + P1Xi + PaXi + BaXi? +E

Donde, Y, = variable dependiente, By a B2 = Coeficientes estimados, X = Nivel

de Cuy Ej = Error aleatorio.

Las restricciones de los modelos economeétricos fueron: AsXi-91Cu 2 Z; AoXo-
®2Cu 2 Zy. Con la condicion de no hegatividad XsX; 2 0. Donde A, y Ag
conforman la matriz de aporte de nutrimentos (energia, proteina, metionina,
lisina, calcio y fésforo) de los ingredientes en las dietas de iniciacién (1 a21
dias) y finalizacién (22 a 42 dfas). X; y Xz son los vectores de ingredientes
usados en cada una de las dietas, P1Y 92 son los coeficientes del aporte total
de Cu de la dieta. Cu es el nivel de cobre de la dieta. Z, y Z> son los
requerimientos de iniciacion y finalizacion de nutrimentos diferentes al Cu. Los
NOB fueron calculados por medio del optimizador del programa Excel (Young y

Halverson, 2003).
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RESULTADOS Y DISCUSION
En la pechuga ia suplementacibn con Cu sblo afectd (p=0.05) las
concentraciones de acido Eicosaenoico (EIC) y docosahexaenocico (DHA),
encontrandose una interaccioén entre los niveles y las fuentes de Cu, lo que
significa gque la respuesta de éstos acidos grasos a la suplementacién con Cu

fue diferente para cada fuente (Cuadro 5.2).

Cuadro 5.2. Contenido de acidos grasos (g 100g™ del total de acidos

grasos) en la pechuga de pollo de engorda.

Cu
(mg kg') Fuente Eicosaenoico EE DHA EE
0 Testigo 4.9 0.3 8.9 0.6
62.5 Cu,S0;4 4.0 0.3 10.7 0.4
125 Cu,S0O, 4.4 0.4 8.4 0.7
187.5 CupSO4 37 0.4 10.8 0.9
250 Cu,80, 4.1 0.3 9.6 0.6
62.5 Bioplex 3.3 0.1 9.2 0.5
125 Bioplex 3.8 0.1 11.1 0.6
187.5 Bioplex 4.9 0.6 9.7 0.7
250 Bioplex 4.3 0.3 11.2 0.8
Interaccion * *
* p=0.05

La respuesta del acido EIC y del DHA a la suplementacion con Cu fue cubica y
lineal respectivamente, con el Bioplex® (Grafica 5.1 y 5.2). La solucién de los
modelos econométricos indicé que el NOB que maximiza el acido EIC fue de
205 mg de Cu kg™ en forma de Bioplex, mientras que el nivel de Cu que
maximiza el DHA se calculd en 250 mg de Cu kg™'. Los NOB calculados
incrementan la concentracion del acido EIC y del DHA en 0.8% y 22.4%

respectivamente.
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Gréafica 5.1. Acido eicosaenoico (EIC) en pechuga de pollo de engorda
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Gréafica 5.2. Acido docosahexaenocico (DHA) en pechuga de pollo de
engorda
En la pierna, la concentracion de &acido miristico (MIR), palmitico (PAL),

palmitoleico (PALM) y DHA fue afectada (p=<0.05) por la suplementacion con
Cu. Las concentraciones del acido PAL y PALM se incrementaron en 36.8% y
55.1%, respectivamente en comparacion al tratamiento testigo cuando se
suplementd con 125 mg de Cu kg de sulfato, pero disminuyeron 21.7% vy
25.8% cuando se utilizd el mismo nivel de suplementacion en forma de
Bioplex®. Asimismo, los acidos MIR y DHA presentaron una interaccion
(p=<0.05) entre la fuente y el nivel de Cu, es decir la respuesta de estos acidos
fue diferente para cada fuente (Cuadro 3), encontrandose tendencias cubicas
para el acido MIR con el Bioplex® vy lineales para el DHA (p=<0.05) con el sulfato

de Cu.
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Las respuestas a la suplementacion de Cu se presentan en las Graficas 5.3 y
5.4, La solucion de los modelos econometricos indicd que el NOB que minimizd
el 4cido miristico fue de 200 mg de Cu kg”' con Bioplex® y el que maximizo la
concentracion de DHA fue de 250 mg de Cu kg’ con Sulfato de Cu. La
concentracion de miristico con el NOB de Cu calculado es 54.22% menor gue el

testigo y la del DHA 50.74% superior.

MIR = 15.40362266 + 0.09706076(GL) %
- 0.0046881(CU? + 0.00001197(Cu)
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&
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Grafica 5.3. Acido miristico (MIR) en pierna de pollo de engorda
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Grafica 5.4. Acido docosahexaenoico (DHA) en pierna de pollo de engorda

En el muslo, la concentracion de los acidos grasos monoinsaturados (AGMI),
del oleico (OLE) y del y-linolénico fue afectada (p<0.05) por los niveles y las
fuentes de Cu. El acido y- linolénico no presentd tendencias claras, puesto que
la suplementacién de 125 mg de Cu kg' en forma de Bioplex® disminuyd

21.5% la concentracion de este 4cido, pero con 250 mg de Cu kg™’ de la misma
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fuente se increment6 24.2%. La respuesta a la suplementacion de los AGMI y
del acido OLE fue diferente para cada fuente, lo cual es confirmado por la
interaccion encontrada (Cuadro 5.4).

Cuadro 5.4. Contenido de acidos grasos (g 100g™" del total de acidos

grasos) en muslo de pollos de engorda.

Cu
(mgﬁig_g”) Fuente AGMI EE Oleico EE y-linolénico EE
0 Testigo 1969.3 193.0 1606.5 1304 14.0 ab 1.39
62.5 CupS0O, 2357.8 1928 19121 146.5 15.9 ab 1.16
125 CuzS0O, 19434 1671 1593.7 140.3 12.2 ab 0.91
187.5 CuS0O, 1638.3 248.9 13726 227.7 13.4 ab 1.50
250 Cu,S0O4 19087 2431 15719 143.0 13.6 ab 1.02
62.5 Bioplex 17414 1320 14965 1054 12.9 ab 1.41
125 Bioplex 12055 3256 1062.3 204.0 11.0b 1.22
187.5 Bioplex 19182 213.8 16074 1857 15.4 ab 1.84
250 Bioplex 12901 2659 9623 2334 177 a 2.44

Interaccion * * NS

- Valores con diferente letra en una columna son diferentes

(Tukey, p<0.0%).

NS: No Significativo

*. ps0.05

Los AGMI y el OLE mostraron tendencias cubicas a la suplementacion con
sulfato de Cu (Grafica 5.5 y 5.8). La solucién de los modelos econométricos
indicaron que el NOB que maximizd los AGMI y el OLE se calculs en 53 y 54
mg de Cu kg” de sulfato de Cu respectivamente, es decir, al optimizar la

suplementacion con Cu la concenfracion de estos acidos se incrementa en

18.1% y 17.5%, respectivamente en comparacion con el tratamiento testigo.
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Grafica 5.6. Acido oleico (OLE) en muslo de pollo de engorda

En higado, los niveles y las fuentes de Cu modificaron (p=0.05) la concentracion
de acido eicosapentaenoico (EPA). Ademas, se encontré interaccion (p<0.05)
entre la fuente y el nivel de Cu para los acidos grasos saturados (AGSA), el
EST, el PAL y el EPA (Cuadro 5.5), es decir la respuesta de estos acidos
grasos fue diferente para cada fuente. Los andlisis de regresién indicaron
tendencias cuadraticas para AGSA y PAL con el sulfato de Cu y con el Bioplex®
respectivamente, y cubicas para el EST con sulfato de Cu y para el EPA con

ambas fuentes (Graficas 5.7 a 5.10).
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Las soluciones de los modelos economeétricos indican que el NOB que minimizd
los AGSA, el EST y el PAL fue de 143 y 86 mg de Cu kg™ en forma de sulfato y
127 mg de Cu kg™ en forma de Bioplex®, y la que maximizd el EPA fue de 70
mg de Cu kg™ en forma de sulfato y 84 mg de Cu kg™ en forma de Bioplex®. La
reduccién de los AG saturados fue del orden de 20.62% del total de saturados,
dé 20.87% con el estearico, y del 25.83% con el palmitico. Mientras que el

incremento en el EPA fue de 41.24% con el sulfato y 31.94% con el Bioplex®.
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Grafica 6.7. Acidos grasos saturados (AGSA) en higado de pollo de
engorda
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Grafica 5.8. Acido estearico (EST) en higado de pollo de engorda
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PAL = 836.966427% - 3.3862692(Cu)
+ 0.0132608(CuY
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Grafica 5.9. Acido palmitico (PAL) en higado de pollo de engorda
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Grafica 5.10. Acido eicosapentaenoico (EPA) en higado de pollo de
engorda

El efecto del Cu sobre el perfil de acidos grasos también fue hallado por
Sevcikova ef al. (2003) quienes evaluaron la suplementaciéon de Sulfato y
Bioplex®, e indican que el Cu disminuyd (ps0.05) la concentracion de acido,
MIR, LIN, ARA, EPA, DHA, AGPI n-3 y n-8, pero incrementd (p<0.05) la
concentracion de acido palmitico, oleico, AGSA y AGMI en la pechuga de pollo.
Skrivan ef af. (2002) indican que con 126 mg de Sulfato de Cu kg™ de dieta el
acido MIR, y el PALM disminuyeron significativamente (p<0.05), mientras que

el EPA y DHA se incrementaron (p<0.05) en pechuga.
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El mecanismo mediante el cual el Cu puede afectar el perfil de acidos grasos no
es claro, pero puede incluir efectos en la desaturacidn, esterificacién y
movilizacion de triacilgliceroles (Engle et al., 2001). La inhibicion de la actividad
de la enzima A-9 desaturasa involucrada en la desaturacion de los acidos
grasos, por agentes quelantes de Cu y su consecuente reactivacion con iones
de Cu, indica que este elemento participa en reacciones cataliticas (Klaus y
Neil, 1977). Tang ef al (2000) reportan un incremento en la actividad de Ia
enzima acido graso sintetasa hepatica con la deficiencia de Cu. Por otro lado,
Galhardi et al. (2005) sefiala que el Cu mejora las defensas antioxidantes

endoégenas y disminuye el estrés oxidativo de los lipidos in vivo.

La implicacion del presente estudio es que al modificar el perfil de AG,
principalmente incrementar la concentracion de AGM! y AGPI en los tejidos del
pollo, influye directamente en la salud del consumidor, puesto gue un mayor
consumo de estos Acidos grasos incrementa la resistencia de las lipoproteinas
de baja densidad a la oxidacion, disminuyendo sus efectos aterogénicos

(Bonanome ef al., 1992).

CONCLUSIONES
El nivel y la fuente de cobre modificaron la concentracion de los acidos grasos
en los tejidos de polic de engorda, obteniendo respuestas positivas en los
4cidos grasos que tienen efectos en la sajud del consumidor, principalmente en
los acidos grasos poliinsaturados como el docosahexaenoico en la pechuga vy la

pierna, el a-linolénico en pierna y muslo y el eicosapentaenoico en higado.
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Ademas, disminuyeron los acidos grasos saturados como el miristico en la
pierna e higado, el estearico en higado y el palmitico en pechuga, pierna e
higado. Los niveles optimos bioldgicos de Cu que optimizaron la respuesta de
los acidos grasos son superiores a las recomendaciones del NRC (1994) para
pollo de engorda y se encuentran en un rango de 64 a 250 mg de Cu kg™' de
dieta.
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