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Resumen/Summary/Resumo

RESUMEN

Los minerales traza son necesarios para el funcionamiento normal de casi todos los
procesos bioquimicos en el organismo. Las deficiencias de los elementos traza son
frecuentes en todo el mundo y estan estrechamente relacionadas con la mala salud y
productividad de los animales; por otro lado, la exposicion excesiva también tiene
efectos perjudiciales para la salud y la produccién. La determinacion del estado de los
elementos traza es una herramienta de diagnéstico esencial cuando tenemos
problemas en el rebafio asociados con la disminucién de la productividad, la baja
fertilidad y alteraciones de la inmunidad. Dentro de las muestras no invasivas, la
medicion de las concentraciones de los elementos traza en sangre (suero o plasma)
puede proporcionar informacién util, si bien el higado se considera el mejor tejido
para evaluar el estado de los elementos traza porque es un organo de
almacenamiento para la mayoria de los elementos. En este estudio desarrollamos un
procedimiento de digestion acida simple de muestras de suero bovino para analisis
de elementos traza por espectroscopia de masas con fuente de plasma acoplado (ICP-
MS). Se trata de un método simple que permite una determinacién mas exacta y
precisa de la mayoria de los elementos traza, toxicos y esenciales en comparacion con
el método de dilucion alcalina comtiinmente utilizado. Asi mismo valoramos si habia
diferencias entre el suero y el plasma en la medicién de elementos traza. A nivel
hepatico, como drgano clave en el metabolismo de los elementos traza, evaluamos el
patrén de distribucién de los elementos traza en los diferentes l6bulos hepaticos: las
caras interna y externa del 16bulo derecho; el 16bulo izquierdo, el 16bulo caudado, el
l6bulo cuadrado y el proceso papilar. Observamos que: (1) los elementos traza se
distribuyeron de manera desigual en los diferentes 16bulos hepaticos; (2) el 16bulo
izquierdo parece tener una mayor capacidad de almacenamiento de elementos traza
(o que podria ser mas importante con niveles altos de exposicion); y (3) las
concentraciones de los principales elementos traza estan altamente correlacionadas
entre los diferentes 16bulos hepaticos (excepto para el 16bulo caudado y para el
selenio).

Palabras clave: elementos traza, suero, plasma, higado, ICP-MS, ganado vacuno
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SUMMARY

Trace minerals are required for the normal functioning of almost all biochemical
processes in the body. Trace element deficiencies are frequent worldwide and are
closely associated with poor animal health and productivity; however, excessive
exposure also has deleterious effects on health and production. Determination of
trace element status is an essential diagnostic tool when problems associated with
decreased productivity, low fertility and immunity appear in the herd. Within the
non-invasive samples, measurement of trace element concentrations in blood (serum
or plasma), can provide useful information about the trace element status, even
though the liver is generally considered the best tissue for evaluating trace element
status in livestock because it is a storage organ for most trace elements. In this study
a simple pre-treatment procedure based on single acid digestion was developed for
bovine serum samples prior to inductively coupled plasma mass spectroscopy (ICP-
MS) based determination of trace element contents. The proposed sample
preparation method is a simple method that enables more accurate and precise
determination of most of the toxic and essential trace elements in comparison with
the commonly used alkali digestion method. We also evaluate if there was differences
between serum and plasma in trace elements determination. In liver, as the main
organ involved in trace element metabolism, we evaluate the pattern of lobular
distribution of trace elements in the hepatic lobes: the internal and external faces of
the right lobe, the left lobe, caudate lobe, quadrate lobe and the processus papillaris.
The main study findings were: (1) trace elements were unevenly distributed across
the liver; (2) the left lobe appeared to have a higher capacity for trace element
storage (which could be more important at high levels of exposure); and (3) the
concentrations of the main trace elements were highly correlated across the liver
(except for the caudate lobe and for selenium).

Keywords: trace elements, serum, plasma, liver, ICP-MS, cattle



Resumen/Summary/Resumo

RESUMO

Os elementos traza son necesarios para o funcionamento normal de case todos os
procesos bioquimicos no organismo. As deficiencias dos elementos traza son
frecuentes en todo o mundo e estan estreitamente relacionadas coa mala saude e
produtividade dos animais; doutra banda, a exposicion excesiva tamén ten efectos
prexudiciais para a saude e a producién. A determinaciéon do estado dos elementos
traza é unha ferramenta de diagnostico esencial cando temos problemas no rabafio
asociados coa diminucién da produtividade, a baixa fertilidade e alteraciéns da
inmunidade. Dentro das mostras non invasivas, a medicién das concentraciéns dos
elementos traza en sangue (soro ou plasma) pode proporcionar informacién util,
ainda que o figado considérase o mellor tecido para avaliar o estado dos elementos
traza porque é un 6rgano de almacenamento para a maioria dos elementos. Neste
estudo desenvolvemos un procedemento de dixestion acida simple de mostras de
soro bovino para andlise de elementos traza por espectroscopia de masas con fonte
de plasma acoplado (ICP-MS). Tratase dun método simple que permite unha
determinacion mais exacta e precisa da maioria dos elementos traza, téxicos e
esenciais en comparaciéon co método de dilucién alcalina comunmente utilizado. Asi
mesmo valoramos si habia diferenzas entre o soro e o plasma na medicién de
elementos traza. A nivel hepatico, como 6rgano esencial no metabolismo dos
elementos traza, avaliamos o patréon de distribucion dos elementos traza nos
diferentes l6bulos hepaticos: as caras interna e externa do l6bulo dereito; o 16bulo
esquerdo, o 16bulo caudado, o l6bulo cadrado e o proceso papilar. Observamos que:
(1) os elementos traza distribuironse de xeito desigual nos diferentes lébulos
hepaticos; (2) o Ilébulo esquerdo parece ter unha maior capacidade de
almacenamento de elementos traza (o que poderia ser mais importante con niveis
altos de exposicion); e (3) as concentraciéns dos principais elementos traza estan
altamente correlacionadas entre os diferentes l6bulos hepaticos (excepto para o
l6bulo caudado e para o selenio).

Palabras clave: elementos traza, soro, plasma, figado, ICP-MS, gando vacin
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Introduccion

INTRODUCCION

Los elementos traza, microminerales u oligoelementos son esenciales en la nutricion
animal ya que juegan un papel importante en la inmunidad, metabolismo oxidativo y
energético de los animales, y por lo tanto en su salud, reproduccién y productividad.
Las raciones pueden ser deficientes en algin mineral, mientras que otros pueden
estar en altas concentraciones o incluso a niveles toxicos. Por lo general se trata de
deficiencias multiples y no es facil incriminar a un elemento en concreto. La eleccién
del tipo de muestra (sangre entera, suero, plasma, higado, leche, dieta..., etc.) para el
analisis varia con el problema que tiene el rebafio y el elemento en concreto que
requiere mas atencidon. Por lo general empezamos muestreando sangre (suero)
porque es facil de obtener y barato y nos da una primera aproximacion diagndstica. A
dia de hoy, las técnicas de analisis multielemental o multi-elemento como la
espectroscopia de plasma (ICP) son la mejor opcion para el analisis de minerales.

1. ESTATUS DE LOS ELEMENTOS TRAZA EN EL GANADO VACUNO

Es muy importante conocer la concentracién de los elementos traza por las multiples
funciones que cumplen en los animales, teniendo particular importancia en los
bovinos que son una especie dedicada a la produccion de carne y leche, dependiendo
de las caracteristicas genéticas de cada raza, donde hay una especial consideracién en
las razas lecheras debido a su alto metabolismo, para la produccion lactea, lo que trae
de la mano, problemas en la sanidad y reproduccién, relacionados con las deficiencias
y/o desequilibrios en el estatus de los microminerales. Debido a como lo mencionan
varios autores los elementos traza mantienen la inmunidad, funcién oxidativa y
metabolismo energético de los rumiantes (Guyot et al., 2009; Lépez-Alonso, 2012;
Overton and Yasui, 2014; Miranda et al., 2015). Ademas, tanto en la leche, como en la
carne se ve reflejado el estatus de los elementos traza. Todo lo mencionado
anteriormente se produciria en sistemas intensivos de produccién, donde se
administran grandes dosis de suplementos minerales y no son usuales las deficiencias
primarias sino mas bien por interacciones y antagonismos entre los oligoelementos,
como por ejemplo lo que sucede entre el cobre, azufre y molibdeno en el rumen, para
formar tiomolibdatos unidos al cobre e inhibir su absorciéon, el exceso de hierro
también impide la absorcion de cobre en explotaciones extensivas al pastoreo.
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También el zinc al igual que el yodo no se absorben adecuadamente cuando los nivles
de calcio en la dieta son altos y la interaccion negativa entre el cobre y el zinc (Suttle,,
2010).

Dentro de los elementos traza los mas importantes, en orden de importancia
nutricional y clinica son selenio, cobre, zinc, manganeso, yodo, cobalto, cromo y
hierro. Estos microminerales son componentes estructurales de érganos y tejidos,
también son catalizadores enzimaticos (por ejemplo, la superoxido-dismutasa el
cobre, zinc y manganeso, la catalasa el hierro y la glutatiéon peroxidasa el selenio), de
vitaminas (el cobalto es esencial para activar la vitamina B12 en el rumen), hormonas
(hormonas tiroideas el yodo), e influye en el metabolismo ruminal (niquel).

1.1. Cobalto (Co)
1.1.1. Funciones y signos de deficiencias

El cobalto es un componente esencial de la vitamina B12 (cobalamina). En rumiantes
la microflora del rumen sintetiza cobalamina a partir de fuentes inorganicas de
cobalto, y asi los requerimientos de vitamina B12 son satisfechos (Tiffany et al,,
2006). La vitamina B12 es un cofactor de las dos principales enzimas en la
gluconeogénesis y metabolismo de las grasas; por lo tanto el nivel de cobalto afecta el
metabolismo de vacas lecheras (Kincaid et al., 2003), actuando como cofactor para la
enzima metilmalonil-CoA mutasa que cataliza la conversiéon de metilmalonil-CoA a
succinil-CoA. Una reaccién en la cual la vitamina B12 es un cofactor en la inter
conversion de succinato y propionato. En los animales rumiantes esta es una reaccion
particularmente importante en la produccién de energia, con la sintesis de glucosa
desde propionato (Kincaid and Socha, 2007). La deficiencia de cobalto se manifiesta
en deficiencia de vitamina B12 en los rumiantes, con una disminucion del apetito,
baja conversion alimenticia, reducido crecimiento, pérdida de peso, lipidosis hepatica,
anemia, inmunosupresion y fallo de la funcién reproductiva.

1.1.2. Metabolismo

Como sefalabamos anteriormente el cobalto es esencial para la absorcién de la
vitamina B12 en el rumen. La vitamina B12 es almacenada en el higado, pero luego de
administrar cobalto a ovejas en dosis elevadas entre diez y cien veces a dosis
marginal durante 36 semanas, se concluy6 que el plasma era ligeramente mas
sensible que el higado para almacenar la vitamina B12 (Marston, 1970). Similares
diferencias mostraron los bovinos alimentados a base de concentrados en los
modelos de acumulacién de vitamina B12 entre plasma e higado (Tiffany et al., 2003).
Muy poco se conoce acerca de la excrecion de la vitamina B12 en los rumiantes, en
humanos la principal via es a través de la bilis y excrecién urinaria. En vacas de leche
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con un alto consumo de cobalto (17.8-31.0 mg/dia) aumenta la concentracién de
vitamina B12 en la orina con valores maximos aproximados de 12 pg/L que son
valores mas altos que los encontrados en suero o leche de vacas en lactaciéon (Walker
and Elliot, 1972). Las concentraciones de cobalto en el higado en general reflejan la
ingesta de cobalto, siempre que se evite las interferencias analiticas causadas por las
altas concentraciones de hierro en el higado (Kawashima et al., 1997; Underwood and
Suttle, 1999).

1.2. Cobre (Cu)
1.2.1. Funciones y signos de deficiencias

El cobre es un componente de muchas enzimas las cuales cumplen funciones
cataliticas, estas enzimas incluyen citocromo oxidasa la cual acttia en la produccién de
adenosintrifosfato, superoxido dismutasa que actua en la defensa inmune e
inactivacién de radicales de oxigeno téxicos, tirosinasa, responsable de la sintesis de
melanina; y lisil oxidasa, muy importante en la formacién de tejido conectivo. Ademas
otras enzimas contienen cobre y promueven funciones vitales en el crecimiento,
inmunidad, y un funcionamiento correcto del sistema nervioso (Prohaska et al.,
2006). La concentracion de cobre, puede afectar el balance oxidante-antioxidante en
vacas lecheras porque es un componente de la superoxido dismutasa y
ceruloplasmina (Suttle, 2010).

La biodisponibilidad del cobre esta influenciada por la concentracién de otros
elementos, especialmente molibdeno y azufre, por lo que los requerimientos de cobre
no pueden ser adecuadamente definidos sin el conocimiento de la concentracién de
azufre y molibdeno en la dieta. Ademas el exceso en la dieta en hierro, zinc y calcio
también interfieren en la absorcion de cobre (Graham, 1991). El molibdeno puede
inhibir el consumo y la utilizacién de cobre en el rumen, debido a que se une a azufre
reducido para formar tetratiomolibdatos que liga al cobre e impide su absorcion.
Otros tiomolibdatos y molibdatos son absorbidos a la circulacién sanguinea y ligan al
cobre endégeno y lo hacen no disponible para las enzimas y en definitiva afecta a los
procesos metabdlicos (Masson, 1982). Ademas, a nivel sanguineo (plasma) el
molibdeno se liga a proteinas que remueven cobre desde el higado y exacerban la
eliminacién de cobre por la orina, y se acumulan en el rifion complejos cobre-
molibdeno (Kincaid and White 1988). Por ello la presencia de complejos cobre-
molibdeno en el plasma explica el aumento de cobre en sangre en rumiantes que
consumen molibdeno (Suttle and Field, 1968). Incluso aunque el cobre hepatico y la
actividad de la ceruplasmina estan disminuidos (Kincaid, 1980). Un temprano y
dramatico signo de deficiencia de cobre es la pérdida del color del pelo, lo cual es mas
evidente en las vacas de raza de pelo oscuro, ademas causa pérdidas en la produccién,

11
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lo cual es clinicamente caracterizado por el incremento de ingesta de comida, pérdida
de ganancia de peso, trastornos reproductivos como, alteracién en la duracién del
ciclo estral, anestro, pérdidas embrionarias tempranas y aumento en la prevalencia
de quistes ovaricos; ademas de una mayor incidencia de enfermedades y de la
ulceracién abomasal que es una caracteristica de la deficiencia marginal de cobre
(Herdt and Hoff,2011).

1.2.2. Metabolismo

El control de los niveles de cobre en el organismo se logra mediante la absorcién, el
almacenamiento hepatico y la secrecion biliar; los rumiantes corren riesgo endémico
de privacion de cobre pero a la vez tienen un deficiente control entre la absorcién y el
almacenamiento ya que estos tienden a acumular cobre en el higado, mientras los no
rumiantes tienen un excelente control entre la absorcién y la excrecién biliar
logrando mantener equilibrados sus niveles de cobre hepatico ante una variada
oferta de cobre en la dieta (Suttle, 2010). Cuando el cobre llega al higado de un bovino
adulto entra en un proceso con dos etapas, primero se une al glutatiéon y luego a las
metalotioneinas, antes de ser distribuido entre la secrecion biliar, la sintesis de
ceruloplasminas y el almacenamiento (Bremner, 1993). La captacién celular de cobre
fuera del higado se puede lograr mediante receptores de ceruloplasmina en las
membranas celulares (McArdle, 1992; Saenko et al, 1994). La secrecion biliar
permite tanto el reciclaje entero-hepatico de cobre, como la excreciéon del exceso
(Prohaslka, 2006). Las pérdidas de cobre biliar en ovinos pueden aumentar mas de
cinco veces a medida que el cobre va aumentando su concentracion en el higado, pero
esto puede variar dependiendo de la raza (Suttle et al, 2002). Cuando hay altas
ingestas de cobre en bovinos se limita su almacenamiento hepatico mucho antes que
en los ovinos, mediante el mecanismo de secrecidn biliar (Phillippo y Graca, 1983).
Esto se puede explicar por un umbral mas bajo de los lisosomas al acumulo de cobre
en los bovinos (Lopez-Alonso et al., 2005).

1.3. Cromo (Cr)
1.3.1. Funciones y signos de deficiencias

Su principal acciéon estd relacionada con el metabolismo de la glucosa, ya que
interfiere en la funciéon y sensibilidad de la insulina (Spears and Weiss, 2008).
Algunos estudios han indicado, que la suplementacién con cromo puede tener
impacto en la salud y respuesta inmune de los rumiantes (Spears, 2000), lo que es
corroborado por estudios que demuestran una disminucién del cortisol circulante en
vacas alimentadas con cromo, lo cual puede estar relacionado con los efectos sobre el
estrés y la funcién inmune (Kafilzadeh et al., 2012).

12
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1.3.2. Metabolismo

En los ultimo afios se han llevado a cabo muchos experimentales para explicar el
papel del cromo trivalente (Cr III) en el metabolismo de lipidos y carbohidratos y
afios anteriores se realizaron estudios sobre la fisiologia de la deficiencia del cromo,
pero muy pocos sobre la estructura, funciéon y mecanismo de accion de la forma
biolégicamente activa del cromo (III) y las bajas concentraciones de este elemento en
los tejidos (Vincent, 2000). Primeramente se identificO0 un cromo organico en la
levadura de la cerveza denominado “factor de tolerancia a la glucosa” (GTF) el cual
fue muy dificil purificarlo, pero se aislé una proteina de unién al cromo de bajo peso
molecular (cromodulina) que facilita la captacidn de glucosa por las células sensibles
a la insulina (Vincent, 2000). Esta cromodulina se puede sintetizar in vivo y el cromo
se encuentra en formas similares a GTF en los higados de mamiferos que reciben
cromo inorganico en sus dietas (Yamamoto et al., 1988). En cuanto al mecanismo de
absorcion del cromo no esta claro todavia, se asume que el cromo absorbido se une a
la transferrina plasmatica de igual forma que el cromo inyectado (Feng, 2007). Los
receptores de la transferrina son activados por la insulina en las membranas celulares
e induce un flujo de cromo que conduce a la formacién de holocromodulina desde los
reservorios de esta apoproteina, y a su vez facilita la captacién de insulina por los
adipocitos a través de la tirosina quinasa, y por lo tanto sirve como un
autoamplificador de la sefial de la insulina (Feng, 2007). En los rumiantes el cromo en
forma de cromo-metionina pasa la barrera del rumen (Kim et al., 2005) y de esta
forma puede introducirse en el organismo del animal como parte de las reservas de
metionina, siempre y cuando esta molécula se absorba intacta. El cromo organico es
mas biodisponible que el inorganico, de hecho se observo la presencia de mayores
cantidades de cromo en los tejidos y en la orina en sujetos que reciben mas cromo
organico que de fuentes inorganicas (NRC, 2005), pero no hay una evidencia clara de
una mayor biodisponibilidad dentro de su contexto funcional, por ejemplo el cromo
que viene de un nucleo de picolinato de cromo debe ser primero reducido antes de
poder participar en el proceso de sefializacion de la insulina (Vincent., 2000).

1.4. Hierro (Fe)
1.4.1. Funciones y signos de deficiencias

Es un nutriente esencial que se requiere para una amplia variedad de procesos
metabolicos y se encuentra en todas las células del cuerpo. Una gran proporcion se
encuentra como componente de las moléculas de las proteinas hemoglobina y
mioglobina. Ademas esta involucrado en la cadena de transporte de electrones y
transporte de oxigeno y es indispensable para el normal funcionamiento de todo tipo
de células. Se encuentra en el plasma (transferrina), leche (lactoferrina) e higado
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(ferritina y hemosiderina) (Suttle, 2010). Existen enzimas hierro dependientes tales
como la catalasa y peroxidasa, son criticas para el control oxigeno reactivo (King,
2000). Como se menciond anteriormente, puede impedir la absorcién o transporte de
otros elementos con similar forma divalente, posiblemente por competiciéon de los
lugares de union en la mucosa (Hill and Matrone, 1970). Su deficiencia es
normalmente dividida en tres estados: estado 1 disminucién de las reservas de hierro
en tejidos; estado 2 caracterizado por la reduccion de hierro en el suero y aumento de
la capacidad de ligar hierro; y estado 3 caracterizado por anemia (Johnson, 1990).

1.4.2. Metabolismo

Es el elemento traza mas abundante en el cuerpo, este se absorbe principalmente
desde el duodeno mediante un proceso de dos etapas que involucra la captaciéon en la
mucosa y la transferencia desde la serosa que se logra mediante hefaestina (un
homodlogo de la ceruloplasmina dependiente del cobre) y una proteina de transporte,
ferroportina en la membrana basolateral. El hierro se absorbe segin las necesidades
y su absorcién se ve afectada aparentemente por factores como la edad y el estatus
del hierro en el cuerpo, asi como por la fuente dietética (Suttle, 2010). En cuanto a su
almacenamiento sus principales compuestos son la ferritina una globulina que puede
almacenar en su nucleo hasta 2000 atomos de hierro y se encuentra principalmente
en el higado e intestino, y la hemosiderina que almacena hierro principalmente
cuando existen altos niveles de este (Suttle, 2010). Como se ve el hierro se transporta
y almacena unido a proteinas, pero cuando las reservas en un tejido se vuelven
excesivas por sobrecarga crdnica de este, podria aparecer suficiente hierro reactivo
que cause dafo peroxidativo en 6rganos como el higado (Kent and Bahu, 1979). Esto
se da porque el hierro libre es citotoxico debido a su alto potencial de reduccién-
oxidacion y su capacidad para generar radicales libres de oxigeno a través de las
reacciones de Haber-Weiss y Fenton (Jenkins and Kramer, 1988). Las excreciones
urinaria y fecal de hierro no desempefian un papel significativo en la homeostasis del
hierro (Kreutzer and Kirchgessner, 1991).

1.5. Manganeso (Mn)
1.5.1. Funciones y signos de deficiencias

Existen pocos estudios acerca de las funciones del manganeso sobre el sistema
inmune y metabolismo en el ganado lechero, aunque se menciona que es esencial en
el grupo de enzimas que estan involucradas en la funcién inmune y nerviosa, en la
proteccion antioxidante como una parte integral de la superéxido dismutasa y en el
metabolismo de lipidos y carbohidratos (Andrieu, 2008). Ademas esta involucrado en
el mantenimiento y desarrollo propio del hueso, ya que el manganeso es necesario
para la glicosiltransferasa, enzima involucrada en la sintesis de glicocoaminoglicanos
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y glicoproteinas del hueso y matriz del cartilago. Cuando existe deficiencia de
manganeso en animales domésticos esta asociada con falta del crecimiento por
anormalidades del esqueleto, ataxia del recién nacido, disturbios de la funcién
reproductiva, también defectos en el metabolismo de lipidos y carbohidratos (Keen et
al,, 2000).

1.5.2. Metabolismo

El manganeso tiene una deficiente absorcion y control homeostatico (Keen et al,
2000). Se absorbe a través del intestino delgado. En humanos se ha reportado una
absorcion del 3% al 4% del manganeso ingerido en la dieta, incrementandose cuando
hay deficiencias de hierro. Asi mismo dietas altas en calcio, fésforo y fitatos aumentan
las demandas de manganeso (Kaneko et al., 2008). Los mecanismos de absorcién del
manganeso de la dieta posiblemente son compartidos con el hierro, lo que implica la
captacion por parte del transportador apical no especifico DMT-1 (transportador de
metales divalentes) y la unién a la ferritina (Arredondo y Nufiez, 2005). El manganeso
que proviene del tracto gastrointestinal e ingresa a la sangre portal, puede
permanecer libre o unirse rapidamente a la alfa-2 macroglobulina y a la transferrina,
especialmente como Mn*3 (Kaneko et al., 2008). El hierro y el manganeso absorbidos,
son transportados en el plasma por la transferrina (Davidsson et al., 1989) y una vez
en el higado son captados por receptores de la transferrina (Suttle, 2010). De esta
forma el manganeso va a ingresar al hepatocito en donde su destino metabdlico no es
muy claro, aunque se pueden identificar varios reservorios celulares para el
manganeso. El primero representa al manganeso ocupando los lisosomas, esta
captaciéon de manganeso por los lisosomas, se considera un paso esencial para su
excrecion, ya que se piensa que en los lisosomas se concentra el manganeso para el
suministro a los canaliculos biliares y de esta forma es excretado a través de la bilis,
con lo que se logra una regulacién de la concentracién corporal de manganeso.

1.6. Molibdeno (Mo)
1.6.1. Funciones y signos de deficiencias

Este elemento traza cumple funciones activando enzimas como la xantina
deshidrogenasa, sulfato oxidasa y aldehido oxidasa (Johnson, 1997), si bien el rol mas
importante lo tiene, como sefialamos anteriormente, en el metabolismo del cobre.
Altos niveles de molibdeno favorecen la deficiencia de cobre (Mc Dowell, 1992).

1.6.2. Metabolismo

Los pastizales provenientes de suelos marinos son ricos en molibdeno, mientras que
los que provienen de suelos arenosos contienen bajos niveles de molibdeno (Suttle,
2010). En cuanto a la absorcion, en los bovinos se da desde su forma hexavalente
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como molibdatos solubles en agua (Ferguson et al., 1943), una vez en el intestino el
molibdeno se transporta por un sistema mediado por portadores, en donde el sulfato
compite por el mismo portador del molibdeno inhibiendo su transporte en la
membrana del intestino, lo que puede disminuir la absorciéon del molibdeno; el
mismo proceso ocurre en los tibulos renales (Failla, 1999; Spears, 2003; Brondino et
al, 2006). Cuando existe una alta proporcién de cobre y azufre en relacién al
molibdeno en las dietas, los rumiantes pueden excretar la mayoria del molibdeno
ingerido a través de las heces, debido a la formacién en el rumen de tiomolibdatos
insolubles (Suttle, 2010). Como sefialdAbamos anteriormente, la absorciéon de
molibdato a través de la mucosa intestinal se realiza mediante un proceso activo,
mediado por un portador, que lo comparte e inhibe con el sulfato (Mason and Cardin,
1977). Una vez en el plasma el molibdato absorbido normalmente se transporta en
estado idnico libre, pero se almacena en los tejidos como molibdopterina, ligandose a
la xantina deshidrogenasa y aldehido-oxidasa en el citosol y sulfito-oxidasa en las
membranas mitocondriales (Johnson, 1997). La xantina deshidrogenasa tiene una
alta actividad en el higado, células endoteliales que recubren los vasos sanguineos,
macrofagos y mastocitos (Helsten-Westing et al., 1991), y en la gldindula mamaria en
estrecha asociacién con sulfito oxidasa (Blakistone et al., 1986). La excrecion en los
no rumiantes parece ser mayormente a través de la orina, pero en los rumiantes las
pérdidas fecales y en la leche pueden representar pérdidas significativas (Kaneko et
al., 2008). El exceso de molibdeno se excreta predominantemente a través de los
tubulos renales, mediante una inhibicién competitiva de la reabsorcion de molibdatos
por sulfatos, aumentandose la excreciéon urinaria de molibdeno (Bishara and Bray,
1978). Es importante recalcar que en los rumiantes, se da una interaccién de tres vias
entre cobre, molibdeno y azufre que determina la susceptibilidad del animal en
pastoreo a la hipocuprosis, mediante la formacién en el rumen de complejos triples,
cobre tiomolibdatos que determinan la tolerancia al exceso de molibdeno (Suttle,
2010).

1.7. Niquel (Ni)
1.7.1. Funciones y signos de deficiencias

Es importante en la nutricion de los rumiantes, en los cuales su digestion es
fermentativa a través de los microrganismos anaerobios presentes en el rumen, en los
que la presencia de niquel es fundamental. Asi este oligoelemento influye en el
metabolismo ruminal (Spears et al., 1986, Suttle, 2010).

1.7.2. Metabolismo

En cuanto a la absorcion se menciona que es deficiente en terneros siendo del 1% al
5% (O’Dell et al., 1971), pero aumenta en ciertos estados fisioldgicos como la prefiez y
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la lactancia al igual que cuando hay déficit de hierro, lo que sugiere un mecanismo de
transporte activo compartido por los dos microminerales (NRC, 2005). Una vez en el
plasma el niquel se une principalmente a la albimina y también a la histidina, lo que
permite su absorcion al interior de las células (Suttle, 2010). El exceso de niquel es
principalmente eliminado a través de la orina, mas que por las heces (NRC, 2005).

1.8. Selenio (Se)
1.8.1. Funciones y signos de deficiencias

El selenio forma parte de la estructura de la glutatién peroxidasa que actiia a nivel
celular (Rotruck et al, 1973). Esta enzima tiene una funcién antioxidante por
inhibicién y destruccién de perdxidos, contribuyendo a la integridad de la membrana
celular y protegiendo de dafios al ADN, lograndose una excelente respuesta inmune
(Wintergerst et al, 2007). Cuando existe una deficiencia de selenio pueden
presentarse retenciones de placenta, metritis, fallo en la reproduccidn, retraso en el
crecimiento y predisposicion a enfermedades infecciosas como la mamitis.

1.8.2. Metabolismo

En los alimentos vegetales encontramos las fuentes dietéticas de selenio, la cantidad
de selenio en el suelo varia de regién en regién y puede determinar la cantidad de
selenio en los alimentos donde se puede encuentrar como selenometionina y
selenocisteina (Kaneko et al., 2008). El selenio en forma inorganica como selenito se
puede absorber pasivamente, en tanto el selenato comparte una via activa con el
molibdato y sulfato, pudiendo ser vulnerable al antagonismo de estos aniones (Cardin
and Mason, 1975). La absorcién de selenio ocurre principalmente en el duodeno con
poca evidencia de captacién por el rumen, el abomaso, el yeyuno o el ileon. Si
comparamos la absorcion de selenio entre no rumiantes y rumiantes en estos ultimos
su absorcién es alrededor de un 40% menor, probablemente por la reducciéon de
selenito a formas insolubles de selenio en el rumen (Kaneko et al.,, 2008). Mientras
que la selenometionina y selenocisteina se absorben en el intestino como moléculas
intactas (Vendeland et al, 1992). Los compuestos solubles en agua del selenio
parecen tener una rapida distribucion en la mayoria de 6rganos después de ser
absorbidos (Kaneko et al., 2008). Cuando se absorbe la seleniometionina entra a las
reservas de metionina y una proporcion variable va donde se requiere metionina y no
selenio, pero es posible una conversion parcial a selenocisteina mediante una liasa y
adenosilmetionina (NRC, 2005) y la selenocisteina se liga rapidamente a una proteina
de transporte en el higado la selenoproteina P y entonces es enviada al plasma
(Davidson and Kennedy, 1993). El selenio inorganico en formas de selenito o selenato
son reducidos a selenido (-SeH) antes de ser incorporados a la selenoproteina P, asi el
selenio puede ser tomado e incluido en muchas de las selenoproteinas funcionales en
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los tejidos (Kaneko et al., 2008; Suttle., 2010). La selenometionina se metaboliza de
igual forma sea administrada via oral o parenteral, luego de pasar por el higado su
depuracion en la sangre es muy lenta (vida media en el plasma de 12 dias), siendo su
mayor parte retenida en el musculo (White et al., 1988). Por el contrario el
metabolismo de la selenocisteina y selenio inorganico es rapido. La selenocisteina se
incorpora a la glutatién-peroxidasa 1 en el eritrocito durante la eritropoyesis y la
selenometionina puede ingresar al eritrocito como metionina formando parte de la
hemoglobina (Beilstein and Whanger, 1986). El higado procesa todas las formas de
selenio del flujo sanguineo; mientras que los rifiones presentan las mas altas
concentraciones de selenio (tres a seis veces) en comparacion con el musculo, siendo
menos afectado por las fuentes de selenio (Suttle, 2010). En cuanto a la excrecion de
selenio se da principalmente a través de la orina dependiendo de un umbral renal, la
eliminacién a través de la respiracion y las heces es importante dependiendo de la
especie (Kaneko et al., 2008). Esta ultima via de eliminacién de selenio es importante
en los rumiantes, asi en la oveja la secrecion biliar de selenio puede llegar al 28% de
la ingesta, aunque la mayoria se reabsorbe, el resto contribuye a la eliminacién fecal
(Langlands et al., 1986).

1.9. Yodo (I)
1.9.1. Funciones y signos de deficiencias

El rol primario del yodo es la sintesis de hormonas por la glandula tiroides, que
regulan la energia del metabolismo, la termorregulacién, la reproduccion, el
desarrollo y crecimiento, la circulacién y funcion muscular (Herdt and Hoff, 2011).
Las deficiencias de yodo pueden ocurrir en rumiantes en regiones endémicas con
suelos deficientes en yodo, por una alimentacién con sal no yodada y alimentos que
contengan bocidégenos (MacDowell, 1992). Los bocidgenos impiden la captacion de
yodo por la glandula tiroides o inhiben a la tiroperoxidasa. Los bociogenos mas
resefiables son los tiocianatos del trébol blanco y glucosinolatos en semillas de
Brassica y forrajes como la col, nabos y semillas de canola (Teipathi and Mishra,
2007).

1.9.2. Metabolismo

El yodo se absorbe muy eficientemente desde el tracto digestivo y en los rumiantes se
recicla a través del abomaso. El yodo absorbido se transporta al torrente sanguineo
unido libremente a las proteinas plasmaticas. El yodo es captado por la tiroides para
su funcién y una pequefa proporcion circula libre en forma idnica y se acumula en
tejidos blandos como el musculo y el higado. El exceso de yodo en la dieta se excreta
predominantemente a través de la orina como yoduro, y en los animales lactantes a
través de la leche (Suttle, 2010). En la leche se secretan cantidades significativas de
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yodo (Rey-Crespo et al., 2013). Hay una clara relacion ente el yodo ingerido y el yodo
excretado en la leche (Rey-Crespo et al., 2014; Lopez-Alonso et al.,, 2016).

1.10. Zinc (Zn)

1.10.1. Funciones y signos de deficiencias

Es el elemento traza mas abundante a nivel intracelular, forma parte de muchas
enzimas y actia como catalizador, por lo que regula varias funciones en el organismo,
ademas es muy importante en la divisién celular e interpretacion del c6digo genético
(Cousins, 2006). Esto es crucial en el sistema inmune por la alta rotacion, ritmo de
proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular, donde el zinc esta involucrado en
todos estos procesos (Haase et al., 2006). Otro rol que cumple el zinc es la integridad
estructural de los tejidos, por este motivo en el ganado de leche el zinc es esencial en
la producciéon de queratina, la cual cumple un papel importante en el mecanismo de
defensa contra patégenos de la glandula mamaria (Andrieu, 2008). Asi las
deficiencias de zinc en los bovinos se manifiestan con alteraciones dermatolégicas
como la paraqueratosis cutanea, pérdida del apetito, disminucion del crecimiento,
caida de la produccion lactea, cojeras e inmunosupresion.

1.10.2. Metabolismo

Su absorcién ocurre principalmente en el duodeno (Davies, 1980). En los bovinos se
absorbe cerca de una tercera parte desde el abomaso. En el intestino se desplaza a
través del borde en cepillo de sus células mediante portadores en un mecanismo de
transporte activo, que domina la absorcion de zinc en ingestas bajas o normales pero
la difusién pasiva es mas importante en ingestas altas (Kaneko et al., 2008). Una vez
absorbido en el intestino pasa a la circulacion portal, donde se une libremente con la
albumina plasmatica representando las dos terceras partes del zinc plasmatico,
también estd presente en el plasma como una a-2 macroglobulina y como trazas de
metalotioneinas. En el higado el zinc induce la sintesis de metalotioneinas hepaticas
que juegan un papel muy importante en la eliminacion del zinc del plasma portal
(Bremner, 1993; Lee et al., 1994). Cuando el zinc se une a la albumina luego de pasar
por el higado es captado por endocitosis por células y tejidos (Rowe and Bobilya,
2000). La excrecion de zinc ocurre predominantemente a través de las secreciones
pancredticas y las heces, con poco zinc eliminado en la orina (Schryver et al., 1980). El
zinc presenta un mecanismo homeostatico muy potente y su acumulacion estd muy
relacionada con su absorcion (Suttle, 2010).

1.11. Muestras a analizar

Son varios los tipos de muestras que podemos analizar para obtener el estatus de los
elementos traza en el ganado vacuno, aqui nos centraremos en la evaluacién desde el
punto de vista del estado nutricional, siempre tomando en cuenta que es un problema
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del rebafo. También se puede realizar mediciones del estado funcional midiendo

enzimas de las cuales forman parte estos elementos, como es el caso de la superoxido

dismutasa con el cobre, glutatién peroxidasa para el selenio; y hormonas en el caso

del yodo con las hormonas tiroideas.

Sangre, la sangre entera, suero y plasma son ampliamente utilizados como
muestras para estudios del estatus de los elementos traza en los animales, debido
a las facilidades que presta en su obtencién, costos y anadlisis. La mayoria de las
veces los analisis se suelen hacer en suero porque no ocasiona complicaciones
analiticas por el uso de anticoagulante, ademas es mas estable para el transporte
ya que se presentan menos complicaciones asociadas a la hemolisis. Los
resultados de plasma y suero se asumen como los mismos, pero, para algunos
elementos como el cobre, se sabe que el suero tiene menos cobre que el plasma
debido a la retencién parcial de cobre en el codgulo (Laven and Livesey, 2006).
Para el resto de los elementos no hay estudios concluyentes. Siempre se debe
evitar la hemolisis porque podria elevar falsamente las concentraciones de
selenio, cobre, hierro, manganeso y zinc. Ademas no debe demorarse mucho
tiempo entre la toma de la muestra y el desuerado y preparacion para el analisis,
ya que igualmente se corre el riesgo de hemdlisis, lo que puede elevar falsamente
la concentracién de selenio desde los eritrocitos por difusion hacia el suero o
plasma, ya que los glébulos rojos contienen glutation peroxidasa. Y por ultimo, se
deben evitar tubos con tapones de goma que contengan zinc, que podrian
ocasionar un falso aumento de zinc en el suero o plasma.

Los niveles de elementos traza en suero o plasma generalmente reflejan el nivel
de mineral de “transporte” del érgano de reserva hacia su funcion fisiolégica, y
aunque los rangos en sangre son muy estrechos, niveles bajos indican el
“comienzo” de la fase de deficiencia.

Leche, es una buena muestra para conocer el estatus de los minerales traza en los
animales y de la granja, sobre todo para aquellos elementos que tiene un control
homeostatico renal y que se sabe que hay una relacion directa entre los niveles en
dieta y lo que se eliminan en leche, como selenio, yodo y cobalto (Green and Cook,
2010; Lopez-Alonso et al,, 2016). La leche de tanque puede dar una idea del
estatus mineral de todo el rebafio. Es muy facil de muestrear. A nivel de
laboratorio hay que someterla a una digestion acida en un sistema de microondas,
para las determinaciones de todos los elementos traza esenciales excepto para el
yodo con el que se debe realizar una digestion alcalina (Rey-Crespo et al., 2013;
Lopez-Alonso et al,, 2016; Rodriguez-Bermudez et al., 2018). Al igual que la sangre
es un método, rapido, facil y no invasivo sin necesidad de mucho manejo de los
animales y la resistencia por parte de los propietarios de las granjas para el
muestreo.
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e Higado, es una excelente muestra para conocer el estado de los minerales traza,
en especial de cobre, hierro, selenio y cobalto. Como se explico anteriormente a
través del higado se metabolizan muchos oligoelementos y también actia como
organo de reserva, para el cobre y selenio, proporcionando una informacién mas
precisa del estado nutricional del rebafo. Las muestras de higado se pueden
obtener de animales que van al matadero, al realizar una necropsia o cirugias y
mediante biopsias, estas ultimas tienen rechazo por parte de los propietarios por
las complicaciones que se podrian suscitar, ademas de que con la aguja fina, es
muy pequeia la muestra obtenida para su andlisis, sin proporcionar la cantidad
necesaria, sin embargo seria importante el realizarlas (Miranda et al., 2010). Se
debe tener precaucion cuando los higados tienen una alta concentracion de grasa
ya que se incrementa la proporcién de materia seca y disminuye la concentracién
de minerales, debido a que estos no se distribuyen en la porcién grasa de las
células (Herdt and Hoff, 2011).

1.11.1. Namero de muestras

La evaluacion del estatus de los elementos traza debe realizarse a nivel de rebano,
para reducir la influencia del azar y de las variaciones individuales. Para esto se
realiza el analisis del estado nutricional y/o funcional del rebafio y los animales sanos
deben ser muestreados. El nimero de animales a muestrear depende de la
prevalencia de la deficiencia y debe seleccionarse un grupo homogéneo y
representativo: 10-15% de la poblacion en estudio. De acuerdo con diferentes
autores, este numero fluctia entre 7 y 15 animales (Herdt and Hoff, 2011; Rollin and
Guyot, 2013). Los andlisis de elementos traza siempre conviene hacerlos por grupo
para que resulten econdmicamente viables, lo ideal es un grupo homogéneo de la
poblaciéon de estudio, alrededor de 15 animales. Se debe prestar atencion a la
interpretaciéon de los resultados y si hay valores atipicos (grupo heterogéneo) en la
poblacion muestreada. En general, si el grupo es homogéneo, se aplica la regla de
“todo-nada”, ya que la mayor parte de los animales muestreados (>70%) o son
deficientes o estan bien (Guyot et al., 2009).

1.11.2. Niveles de referencia

En la tabla 1, se presentan los rangos de los principales elementos traza en suero,
higado y leche. Los rangos se definen como deficientes y adecuados, que a su vez se
clasifican en leve, moderado o marginal (Puls, 1994; Herdt and Hoff, 2011). Se debe
indicar que los valores obtenidos por Puls (1994), fueron analizados mediante
técnicas de absorcion atomica. Estas técnicas son mas antiguas que las técnicas
multielementales como a la espectrometria de emisién y/o de masas con fuente de
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plasma acoplado, que son las actualmente utilizadas. Los valores de referencia de
Herdt and Hoff (2011) son realizados por la técnica de espectrometria de emision y/o
de masas. Debe tomarse en cuenta que si comparamos los valores de referencia para
los elementos que estan en un menor rango de concentracion (ug/L: Co, Mn, Mo y Se)
son mas bajos cuando se analizan por técnicas mas actuales (Tabla 2) Herdt and Hoff,
(2011) silo comparamos con los valores de Puls (1994) (Tabla 1).

Es importante tener en cuenta que los puntos de corte o rangos diagndsticos
descritos en la bibliografia muchas veces pueden ser confusos. Debido principalmente
a que los rangos son muy estrechos y a veces son muy dificiles de interpretar por la
gran variabilidad analitica, si bien hoy en dia la mayoria de los analisis se hacen por
espectrometria, con nuevos rangos de referencia (Herdt and Hoff, 2011). Ademas hay
factores a tomar en cuenta que pueden variar los resultados de los analisis como
anteriormente sefialamos, la hemolisis es una gran fuente de variacion ya que
aumenta artificialmente las concentraciones plasmaticas de cobre, zinc, hierro,
manganeso y selenio. La inflamacion y las enfermedades incrementan la
concentracion plasmatica de cobre, ya que la proteina inflamatoria ceruloplasmina,
que contiene cobre, aumenta en caso de inflamaciéon. También conduce a una
disminucién de la concentracién plasmatica de zinc y afecta al metabolismo del
selenio y de las hormonas del tiroides.

Los factores fisiolégicos, como la gestacion, el momento de la lactacion, la edad
(terneros frente a madres), también pueden influir en los niveles en sangre de
elementos traza. Asi por ejemplo, el alto nivel de cobre en el suero al inicio de la
lactacién puede ser explicado, por un aumento en la sintesis de ceruloplasmina que
depende de los niveles de estrogenos los cuales aumentan al final de la prefiez (Yokus
et al, 2004). Por la administracién de algunos farmacos como por ejemplo las
concentraciones de yodo, tanto en plasma, suero como en leche, pueden estar
falsamente aumentadas por el bafio de los pezones con yodo6foros (Rey-Crespo et al.,
2013) y por la aplicacion parenteral de algunos antihelminticos (closantel,
nitroxynil).

En la Tabla 2 se presentan los valores de referencia de Herdt and Hoff (2011)
quienes utilizaron la espectrometria de masas con fuente de plasma acoplada (ICP-
MS) para el analisis de todos los tipos de muestras. La técnica ICP-MS es muy sensible
por lo que mejora los analisis, sobre todo de aquellos elementos que estan a bajas o
muy bajas concentraciones en suero, como lo son el cromo, cobalto, manganeso,
molibdeno, yodo o selenio y los considerados téxicos. Ademas es una técnica para
analisis multielemental, que permite el analisis conjunto de todos los elementos en
una Unica muestra.
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Tabla 1. Valores de referencia de elementos traza en suero, higado (peso hiumedo) y

leche (tomados de Puls, 1994).

Introduccion

Co Cu Fe I Mn Mo Se Zn
(ug/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (ng/L) (ug/L) (mg/L)

Suero
Adecuado 0.9-15 0.6-1.5 1.3-25  100-400 6-70 10-100 80-300 0.8-1.4
Marginal 0.5-1.2 30-60 0.5-0.6
Deficiencia 0.2-1 0.15-1.3 10-50 5 2-25 0.2-0.4
Alto 2.5-4 4-6 700 80-1000 2500-3500  1.3-16
Toéxico 4-11 18-25 3500-4100  3-15
Leche

40- 30-
Adecuado 110 0.05-0.6 0.2-0.63 300 20-70 18-120 30-50 2.3-4
Marginal 0.02-0.05 11-18
Deficiencia 0.01-0.02 3-25 2-5 0.5
Higado

Co Cu Fe I Mn Mo Se 7n

(ng/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (ng/Kg) (mg/Kg) (ng/Kg)  (ng/Kg) (mg/Kg)

Adecuado 20-85 25-100 45-300 330 2500 140-1400 250-500  25-100
Marginal 5-17 5-25 1500 120-250 25-40
Deficiencia <5 0.5-10 <30 <94 <1000 20-170 <20-40
Alto 200-550 53-700 >781 45017 2000 750 300
Toéxico 250-800 8923 2000

Para convertir de gramos a moles: ppm (mg/L o pg/mL)/moles (peso molecular)= mmol/L. Para convertir en
umol/L multiplicar por: 0,017 (Co); 15,74 (Cu); 7,88 (I); 0,018 (Mn); 0,010 (Mo); 0,013 (Se); 15,30 (Zn).
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Tabla 2. Valores de referencia de elementos traza en suero e higado (peso seco)
(tomados de Herdt and Hoff, 2011). Analizados por la técnica ICP-MS.

Co Cu Fe Mn Mo Se Zn
(ng/L) (mg/L) mg/L (ng/L) (ng/L) (ng/L) (mg/L)
Suero 0.17-2 0.6-1.1 1.1-2.5 0.9-6.0 2.0-35 65-140 0.6-1.9
Sangre 120-300
Co Cu Fe Mn Mo Se Zn

(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)

Higado* 0.10-0.4 50-600 140-1000 5-15 1-4 0.7-2.5 90-400

% materia seca en higado 27.5% (Miranda et al, 2010): Para convertir de peso seco a peso humedo multiplicar
por 0.275, y viceversa.

2. METODOS ANALITICOS DE PREPARACION DE MUESTRAS DE SANGRE
PARA ICP-MS

Las concentraciones de elementos traza o microelementos se pueden determinar en
cualquier tipo de muestras, tanto biol6gicas como no biolégicas. Centrandonos en el
analisis de muestras de origen animal las principales muestras serian sangre (entera,
suero, plasma), visceras (higado, rifidn, musculo, cerebro..,, etc.), leche, pelo, orina,
heces, saliva,.. etc.; asi como los componentes de la racion y de la dieta, o del ambiente
que los rodea. Para proceder a su analisis, las muestras deben ser preparadas, por
diferentes métodos, segun la naturaleza de las mismas para el andlisis por la técnica
de espectrometria con fuente de plasma acoplado (ICP-MS). El método que se escoja
debe evitar la interferencia de la matriz y el taponamiento del equipo, ademas deberia
ser sencillo y rapido a la vez.

La técnica de ICP-MS permite realizar una determinaciéon simultidnea de varios
elementos traza y ultratraza con bajos limites de deteccion 0.01-0.1 pg/L en una
misma muestra. La fuente de plasma acoplada (ICP) esencialmente lo que hace es
ionizar el argén a altas temperaturas, que descompone, atomiza y ioniza la muestra;
de esta manera sirve como una fuente de iones para el espectrometro de masas (MS).
Para esto la muestra en solucion primeramente es transformada en aerosol, pasa por
la cdmara de pulverizaciéon donde las gotas gruesas son eliminadas hacia afuera y
entonces es inyectada en el corazén del ICP en la que se mueve como una fina
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muestra en aerosol en el centro del plasma. Parte de los iones asi generados son
extraidos por una interfaz bombeandolos diferenciadamente dentro del
espectrometro de masas donde son separados y analizados de acuerdo a su relacién
masa/carga (Beauchemin, 1991). De esta manera son identificados los elementos o
microelementos y determinadas sus concentraciones en la muestra para finalmente
ser cuantificadas mediante un software. Ademas de las muestras se preparan blancos
analiticos, estdndares internos, externos y muestras enriquecidas con material
certificado de referencia para un adecuado control de calidad del procedimiento.

2.1. Preparacion de muestras de sangre entera y suero

Una vez obtenidas las muestras de sangre entera y/o suero, para su preparacion lo
primero es preparar los tubos que seran utilizados en el procedimiento. Para esto se
usan tubos de polipropileno que son lavados con acido nitrico al 10 % por un tiempo
no menor de 2 horas luego enjaguados 7 veces con agua desionizada y por ultimo
secados, los mismos deben analizarse que se encuentren libres de elementos traza
(Lu et al., 2015). En la literatura existen diferentes protocolos de preparacion de las
muestras de sangre entera, plasma y suero por digestiéon o dilucién previas a ser
analizadas en el ICP-MS, al final se detallan varios de ellos.

Los procesos de digestion acida en microondas consumen mas tiempo, son mas caros
y complejos comparados con las diluciones que son mas simples de realizar. Una de
las mas usadas es el método de diluciéon alcalina que minimiza la interferencia
producida por la matriz. Pero no evita completamente la obstruccién del nebulizador,
del inyector de la llama o de la interfaz de muestreo en las mediciones a través de
ICP-MS, lo que puede reducir la precisiéon de las determinaciones (Lu et al., 2015),
especialmente cuando se analizan muchas muestras con bajas concentraciones de
elementos traza. Para prevenir estos problemas se puede utilizar la digestion acida de
muestras en sistemas cerrados de microondas (Barany et al, 1997) pero es un
proceso algo mas complicado como ya mencionamos anteriormente. A continuacion
detallamos algunos de los métodos mas utilizados.

e Sangre homogenizada con un mezclador Vortex, luego se diluye con Triton (t-
octylphenoxypolyethoxyethanol) en medio acido (acido nitrico) y se realiza la
lectura de la muestra directamente (Kira et al,, 2014).

e Sangre diluida 10 veces en una soluciéon de amonio 25 % Triton X-100 y sal
disoédica dihidratada de EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) en agua
Millipore (Barany et al., 1997).

e Plasma 0.3 mL diluido con acido nitrico 0.65 % (w/v) en un volumen de 2.7
mL, en el caso de sangre entera se mezcla 0.4 mL con 3.5 mL de acido nitrico
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0.65 % (w/v) con Triton al 0.1 % y se centrifuga luego de la hemdlisis (Goullé
etal., 2005).

e Digestiéon acida de 1 mL de sangre, se afiade 2 mL de &cido nitrico 67-69 %, la
mezcla se deja en recipientes cerrados bajo una cubierta durante toda la noche
para lograr una pre digestion. Al dia siguiente se afiaden a las muestras 1 mL
de peroxido de hidrogeno dejandoles durante 3 horas a 60°C y por ultimo las
soluciones digeridas se transfieren a tubos de polipropileno Falcon de 15 mL
hasta alcanzar un volumen de 10 mL con agua ultra pura desionizada y se
almacenan a 20°C y se analizan (D’Ilio et al., 2010).

e Digestién acida en microondas: se usan 0.5 mL de sangre o suero que se
mezclan con 2 mL de acido nitrico concentrado y se afiaden 3 mL de agua
desionizada para luego ser digerida a 250 °Cy 40 bar durante 30 minutos (Lu
etal., 2015).

e Método de dilucion alcalina 0.2 mL de sangre o suero se diluyen 1:25 con una
solucion alcalina compuesta de 2% (w/v) 1-butanol, 0.05% (w/v) EDTA, 0,05
(w/v) triton X-100, 1% (w/v) NH40H. Esta mezcla es sonicada durante 5
minutos y centrifugada a 1000 rpm antes del analisis en el ICP-MS (Lu et al,,
2015).

Como se ve en los protocolos anteriores se realizan digestiones en medios acidos a
temperatura ambiente, aumentando la temperatura, en sistemas de digestion por
microondas o simplemente se diluyen las muestras. También diluciones en medios
alcalinos. En los mismos se utilizan compuestos como el EDTA, Triton y el NH40H que
dan una estabilidad temporal de al menos 48 horas a la solucién diluida de sangre a
un pH de 8,5 para prevenir cualquier precipitacion de la muestra (Subramanian,
1996). El acido nitrico, mezclado con peréxido de hidrégeno o en el microondas acttia
produciendo una fuerte oxidaciéon que permite la liberacion del total de los elementos
de la matriz organica de la muestra (Burguera and Burguera, 2009). El acido nitrico
produce pocas interferencias poliatémicas en comparacién con el acido perclérico o
sulfurico. Por otro lado, el agua desionizada es utilizada para diluir de una forma
correcta los residuos de la digestion antes de su analisis (Subramanian, 1996).

El suero, obtenido por centrifugacién de la sangre sin anticuagulante es la muestra
mas utilizada para métodos analiticos ya que es facil de obtener y evita las
complicaciones que se podrian producir por el uso de anticoagulantes. Y como
sefialdbamos anteriormente reflejan el estatus mineral de las reservas de transporte
de cada elemento (Herdt and Hoff, 2011).
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2.2. Diferencias entre suero y plasma

Como sefialdbamos anteriormente, en principio los niveles de elementos traza se
asume que son iguales en el suero y en el plasma. No obstante, para algunos
elementos como el cobre, en los rumiantes se sabe que el suero tiene menos cobre
que el plasma debido a la retencidn parcial de cobre en el coagulo (Laven and Livesey,
2006). La principal diferencia entre el suero y el plasma es que en el suero el
fibrinégeno y los factores de coagulacion se consumen, aunque se sabe que otras
muchas proteinas, agua, sales y células sanguineas se encuentran atrapadas en el
coagulo. Desde el punto de vista del andlisis de oligoelementos, el suero y el plasma
muestran diferentes matrices y composiciones, ya que algunos elementos unidos a las
proteinas pueden quedar secuestrados en el coagulo. Es posible que este proceso de
retencion en el coagulo también puede afectar a otros minerales, no obstante la
informacion de la que se dispone es escasa; y de ahi que lo hayamos planteado en este
estudio.

3. EL HIGADO COMO ORGANO DIANA EN EL METABOLISMO DE LOS
ELEMENTOS TRAZA

El higado es un d6rgano que cumple multiples funciones en el organismo de los
mamiferos tanto de sintesis, como de catabolismo, excreciéon y reserva de muchas
sustancias quimicas necesarias para el normal funcionamiento del resto de tejidos.
Esto se logra gracias a su ubicacidon en la parte craneal del abdomen (con sus 5
l6bulos derecho, izquierdo, caudado, cuadrado y proceso papilar en el bovino) en
medio de otras visceras abdominales, lo que hace que se encuentre entre el sistema
vascular de estas visceras y el sistema vascular sistémico, la sangre aferente llega al
higado por la arteria hepatica y también de la vena porta que drena la sangre del
intestino delgado, parte final del intestino grueso, el pancreas, bazo y estémago
(Kaneko et al, 2008); lo que lo convierte en un drgano fundamental en el metabolismo
de la nutricién y dentro de este en la de los macro y microminerales. Su sangre
eferente es drenada hacia la vena cava caudal del sistema circulatorio sistémico. La
sangre de la vena porta forma un sistema capilar porta venoso con la vena hepatica,
pasando por los lobulillos hepaticos (unidad anatémica del higado) constituidos por
los hepatocitos, células secretoras de la bilis por donde se eliminan entre otros
compuestos, algunos elementos traza, y de esta forma es una de las vias de regulacion
de su concentracién en el organismo animal.

El higado mediante la sintesis de compuestos como las metaloenzimas, que en su
estructura quimica estan conformadas por atomos de elementos traza y que ademas
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se pueden acumular en el higado, como por ejemplo es el caso de la ceruloplasmina
que contiene cobre. En resumen el higado mediante sus funciones de sintesis,
almacenamiento y excreciéon biliar es fundamental en el metabolismo de los
elementos traza (Suttle, 2010).

3.1. Importancia del punto de muestreo

Como se puede ver el higado es un lugar donde se metabolizan y/o almacenan la
mayoria de los elementos traza, pero esto no se realiza de forma homogénea a lo
largo de todo el 6rgano (Miranda et al., 2010), de ahi la importancia del lugar de
donde se obtenga la muestra o biopsia para su posterior analisis.

En un estudio realizado en ganado vacuno por Braselton et al. (1997) donde se
tomaron muestras de los diferentes lI6bulos hepaticos y se compararon los resultados
de las concentraciones obtenidas mediante analisis multielemental por ICP-AES de
los principales elementos traza (Ba, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, P, Zn, Cd, Na, Ni, V, S y K),
se observo que para el cobre, existian diferencias entre los l6bulos, siendo el 16bulo
caudado y el proceso papilar los que contenian la mayor concentracion de cobre. En
cuanto al l6bulo derecho, que es de donde se toman usualmente las biopsias, no
presenté ninguna diferencia con los otros l6bulos en ningin elemento estudiado,
excepto para el sodio. Otro articulo sobre la distribucion del cobre en los higados de
terneros observaron que la distribucion del cobre en el higado no era homogénea, con
mayores concentraciones en el 16bulo izquierdo y las menores en los 16bulos caudado
y cuadrado (Miranda et al., 2010). Este comportamiento en la acumulacion del cobre
cuando se administran altas cantidades, se daria por la proximidad de cada l6bulo
hepatico a los vasos sanguineos centrales en este caso el I6bulo caudado es el mas
cercano en comparaciéon al lébulo izquierdo, lo que proveeria de mayor perfusion
sanguinea para que el cobre se incorpore a las metaloenzimas y se elimine a través de
la bilis (Gooneratne et al., 2005). Este comportamiento en la concentracion del cobre
hepatico varia del observado por Braselton et al. (1997), con dosis bajas de cobre en
la dieta, lo que indica que la acumulacién hepatica de cobre varia de acuerdo a la
cantidad de cobre acumulada en el higado. También influiria la aptitud racial, ya sea
para sintesis en las razas de carne y de secrecion en las razas para produccion
lechera. En un estudio reciente observaron que las concentraciones de todos los
elementos traza ( a excepcion del cobre) era la adecuada en sangre, érganos internos
(higado, rifién, bazo, cerebro) y musculo para los grupos de terneros de raza de leche
(Holtein-Friesian), razas de carne (Rubia Gallega) y el grupo de terneros cruzados
entre las dos razas. La excepcion fue el cobre que se encontré en concentraciones por
encima de los niveles adecuados en el higado, particularmente en los terneros
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Holstein-Friesian, lo que se explicaria por la alta actividad hepatica y baja masa
muscular en las razas lecheras (Pereira et al., 2018).

En humanos también se han encontrado diferencias en las concentraciones de
elementos traza en los 16bulos hepaticos. Faa et al. (1987) observaron al analizar
treinta higados de recién nacidos, que la mayoria mostraron una mayor
concentracion de cobre comparandolos con las concentraciones en el higado de un
adulto normal, ademas el cobre en el higado no presentaba distribucion homogénea a
lo largo del 6rgano. Habia una tendencia constante a que el cobre se acumulara en el
l6bulo izquierdo mas que en el derecho. Los estudios histoquimicos demostraron que
cuando el cobre estaba en bajas concentraciones se acumulaba en los hepatocitos
periportales y cuando se encontraba en altas concentraciones también lo acumulaban
los hepatocitos intralobulares. Liggi et al. (2013) también observaron una
distribucion heterogénea del cobre en higado en humanos con enfermedad de Wilson
que acumulan altas concentraciones de cobre en el higado y otros 6rganos. Las
biopsias hepaticas de estos pacientes pusieron de manifiesto que la acumulacién
hepatica de cobre variaba a lo largo del higado independientemente de los niveles de
fibrosis y fenotipos de la enfermedad. A diferencia del cobre, los niveles de zinc eran
homogéneos a lo largo del higado (Coni et al., 1996). Por ultimo a la necropsia de
humanos enfermos de beta-thalasemia (trastorno hematolégico hereditario que
reduce la producciéon de glébulos rojos) se realizaron cortes histolégicos de higado de
los 16bulos derecho e izquierdo coloredndose con tincion de Perls para la deteccion
histoquimica del hierro, concluyendo que el hierro y el fosforo se distribuyen de
manera desigual en los enfermos de beta-thalasemia, incluso en la etapas previas a la
cirrosis (Ambu et al., 1995).
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es hacer una evaluacion del método
diagnostico del estado de elementos traza en ganado vacuno. Para ello se
desenvolveran los siguientes objetivos concretos:

[.  Evaluar un procedimiento rapido y simple de digestion acida de muestras de
suero bovino y compararlo con el método de dilucion alcalina para la
determinacion de elementos traza por espectroscopia de masas con fuente de
plasma acoplado (ICP-MS).

II.  Evaluar la influencia del tipo de muestra (suero o plasma) en la determinacién
de elementos esenciales y téxicos en ganado vacuno.

[II.  Establecer el patron en la distribucion interlobular de los elementos traza en el

higado del ganado vacuno para determinar qué area del higado seria la mas
adecuada para evaluar el estatus de elementos traza.
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Capitulo 1

Validacion de un método simple de preparacion de muestras para
analisis multielemental en suero bovino

Adaptado de:

Luna D, Miranda M, Minervino AHH, Pineiro V, Herrero-Latorre C, Lépez-Alonso M.
2019. Validation of a simple sample preparation method for multielement analysis of
bovine serum. PLoS One. Feb 5;14(2):e0211859. doi: 10.1371/journal.pone.0211859.
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RESUMEN

Aqui proponemos un método de digestion acida simple (DAS) de muestras de suero
animal para analisis de elementos traza por espectroscopia de masas con fuente de
plasma acoplado (ICP-MS). El método fue evaluado en comparaciéon con un
procedimiento comuinmente utilizado de diluciéon de muestras en una solucion
alcalina (DAK). En el procedimiento de digestion acida, las alicuotas (1 mL) de suero
bovino fueron tratadas a baja temperatura con una mezcla de acido nitrico
concentrado y peroxido de hidrégeno. Los elementos traza (As, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Hg, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sr, U y Zn) se determinaron directamente mediante
andlisis por ICP-MS. Ambos métodos fueron lo suficientemente sensibles para
permitir la cuantificacién de la mayoria de los elementos traza, con excepcion del
método DAK para Cd, Hg y Pb. La calidad de los datos fue verificada utilizando
material de referencia certificado. Se obtuvieron buenos resultados para el
procedimiento DAS en todos elementos, pero las recuperaciones fueron inaceptables
con el procedimiento DAK para Se (recuperacion: 57%), Cd (154%) y Fe (139%). Se
observaron fuertes correlaciones (R2> 0.90, P = 0.000) entre los datos obtenidos por
ambos métodos para todos los elementos considerados. El método propuesto de
preparacion de muestras DAS arrojé resultados satisfactorios para determinar la
mayoria de los elementos toxicos y esenciales evaluados en estudios de
monitorizacidn.

Palabras Clave: suero bovino, digestion acida, dilucién alcalina, anAlisis
multielemento, ICP-MS

1. Introduccion

La determinacion de elementos traza en muestras biolégicas y ambientales continda
siendo un desafio debido a las bajas concentraciones de estos elementos y los efectos
de matriz no deseados producidos por otros componentes de la muestra. Ademas de
los elementos cominmente considerados toxicos (es decir, As, Cd, Pb y Hg), otros
metales han sido identificados como potencialmente téxicos, y al menos diecisiete de
los elementos traza esenciales pueden ser toxicos cuando se consumen en exceso
(Suttle, 2010; Nordberg et al., 2014; Minervino et al., 2018). Tanto en animales como
en humanos, desequilibrios, o sea bajas y/o altas concentraciones de los elementos
traza en los tejidos estan directamente relacionado con la patogénesis de numerosas
enfermedades; por ejemplo, concentraciones elevadas de Fe y Cu (capaces de inducir
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dafio oxidativo) han sido detectados en los tejidos del cerebro de pacientes con la
enfermedad de Alzheimer y en los cerebros de humanos y animales afectados por
otros desordenes neurologicos (Jomova et al., 2010; Kozlowski et al., 2012; (Sousa et
al, 2012). Aunque los elementos téxicos existen de forma natural, la exposicién
indeseable a tales elementos esta vinculada a las actividades antropogénicas,
incluyendo procesos industriales (Barany et al, 1997; Goullé et al., 2005). Los
programas de monitorizaciéon son esenciales para mejorar el conocimiento sobre los
efectos de estos elementos en los organismos vivos y para prevenir los riesgos
asociados en animales domésticos, particularmente ganado vacuno (Lopez-Alonso et
al, 2017). Los estudios de biomonitorizacién donde se miden los niveles de
elementos toxicos y esenciales en tejidos animales proporciona una informaciéon muy
valiosa tanto para la salud animal, como para el medioambiente (particularmente los
animales en extensivo que reflejan el grado de contaminacién ambiental), como para
la salud humana (como constituyentes relevantes de la dieta humana).

Como los laboratorios multidisciplinares (clinicos, medioambiente, industria, etc.)
deben incluir los andlisis de los elementos téxicos y esenciales en sus servicios de
rutina, la seleccién y la preparacion previa de las muestras son pasos criticos en los
estudios de biomonitorizaciéon. La sangre es particularmente util en este tipo de
estudios, ya que son muestras no letales y de facil obtencion. Por otra parte, aunque
las concentraciones de los elementos toxicos y esenciales son mas altas en tejidos
como el higado y el rifion que en la sangre, las técnicas modernas de espectroscopia
de plasma pueden determinar las concentraciones de metales a niveles de ng L1, por
ello ahora la sangre se considera una muestra adecuada en estudios bioldgicos y
ambientales de monitorizaciéon (Barany et al., 1997; D’llio et al.,, 2010; Kira et al,,
2014; Lu et al, 2015). Ademas, conocer los niveles de elementos téxicos a nivel
sanguineo es importante en el diagnostico clinico tanto en humanos como en
animales.

Las concentraciones de elementos traza en sangre se pueden medir en sangre entera
o en suero. Aunque los elementos traza estan presentes en concentraciones mas bajas
en el suero que en la sangre entera (por lo general, entorno a dos veces menor: Lu et
al, 2015), la informacién disponible sobre los valores de estos elementos en
individuos sanos se refieren principalmente al suero (Puls, 1994; Herdt and Hoff,
2011). Es importante tener en cuenta que la medicién de los elementos traza en
sangre entera es menos exacta y precisa que en el suero debido a la fuerte influencia
de la matriz de la muestra en la medicion, la cual, ademas estd muy influenciada por
numerosas condiciones fisiolégicas y patolégicas (Kaneko et al., 2008). Por otro lado,
las muestras de suero son mas faciles de preparar que la sangre entera o los tejidos,
ya que no se requiere de un procedimiento tan complejo y que lleva tiempo como la
digestiéon acida en sistema de microondas para eliminar la matriz o, lo que es lo
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mismo, digerir la muestra. Asi, las muestras de suero se pueden preparar mediante
procedimientos simples de dilucidn. El mas cominmente usado de estos es el método
de dilucién alcalina (DAK), que permite minimizar la interferencia derivada de la
matriz para la determinacién de metales en equipos modernos de analisis
multielemental como espectroscopia de masas con fuente de plasma acoplado (ICP-
MS) (Barany et al., 1997; Lu et al., 2015). Sin embargo, el método de dilucién alcalina
no impide completamente el riesgo de obstruir el nebulizador, el inyector de la llama
o la interfaz de muestreo en las mediciones por ICP-MS, lo que puede reducir en gran
medida la precision de las determinaciones (Lu et al., 2015), particularmente durante
el analisis de un gran nimero de muestras con bajas concentraciones de elementos
traza. Con el fin de prevenir tales problemas, se utiliza la digestién acida de muestras
en sistemas cerrados de digestiéon en microondas (a pesar de ser costoso y lento) para
determinar las concentraciones metales traza o ultra-traza en un gran nimero de
muestras o micro muestras (Barany et al., 1997).

El objetivo de este estudio fue realizar un procedimiento rapido y simple de digestion
acida de muestras de suero bovino (DAS) y compararlo con el método de dilucion
alcalina (DAK) para la determinacién de elementos traza por ICP-MS.

2. Material y métodos
2.1. Muestras de suero

Las muestras de suero bovino utilizadas en este estudio se recolectaron como parte
de un proyecto de nutricion mineral en ganado vacuno. Se tomaron muestras de
sangre (10 mL) de la vena coccigea (con minimo estrés) de las vacas después del
ordefio matutino, durante las visitas de rutina a las granjas. Todas las muestras
fueron inmediatamente refrigeradas y transportadas al laboratorio. Se obtuvo suero
dentro de las 4 h posteriores a la recoleccién, mediante centrifugacién de las
muestras de sangre a 3000 rpm durante 15 minutos en tubos para suero de 9 mL
(Vacuette, Z Trace Elements Serum Clot Activator; Greiner bio-one, Kremsmiinster,
Austria). De cada muestra se obtuvieron 3 submuestras de suero que se almacenaron
en tubos Eppendorf y se almacenaron a -20 ° C hasta su posterior analisis. El
procedimiento de muestreo ha sido descrito en detalle en Lopez-Alonso et al. (2017).
La recoleccion de muestras y todos los experimentos llevados a cabo con los animales
se realizaron de acuerdo a la normativa vigente sobre proteccion de los animales de
experimentacion. El Comité de Bioética de la Universidad de Santiago de Compostela
(Espafia) evalué el disefio experimental, verific6 y dio permiso para los
procedimientos de muestreo llevados a cabo.
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2.2. Reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas utilizando agua ultra pura con resistencia de
18M(Q cm1 (usando un sistema de purificacion Mili-Q, Millipore Corp., Bedford, MA).
Se utilizaron soluciones estandar de grado ultra puro (1000 mg L -1): Solucién multi
elementos ICP estandar IV certi-PUR para B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb, Sry
Zn; y ICP estandar certiPur para Hg y Se ambas de Merck (Pool, UK). Los patrones de
As, Mo, Sb y U fueron de Panreac (Barcelona, Espafia).

En la preparacion del método DAS, las muestras fueron digeridas en acido nitrico
(69%, Hiperpur-Panreac, Barcelona, Espana) y perdxido de hidrégeno (33% w/v,
Panreac, Barcelona, Espafia). En la preparacion del método DAK, las muestras fueron
digeridas en una mezcla de amonio (NH4OH, 25%, Merck, Darmmstadt, Germany),
Triton X100 (Panreac, Barcelona, Espafia), 1-butanol anhidro (Panreac, Barcelona,
Espaia), y EDTA (Panreac, Barcelona, Espana). El material certificado de referencia
para validar mediciones mediante ICP-MS fue el NIST SRM-1598a (componentes
inorganicos en suero animal), del National Institute for Standard and Tecnology, NIST
(Gainthersburg, MD, USA).

Los tubos de polipropileno usados para la preparacion de muestras y de los patrones
se mantuvieron en HNO3 Hiperpur al 10% durante al menos 24 h, se enjaguaron con
agua desionizada y se secaron antes de usarse. Los tubos de muestreo eran
especificos para elementos traza y se probo que no habia contaminacién por
elementos traza.

2.3. Preparacion de las muestras y las soluciones estandar

En el método DAS las muestras fueron tratadas de la siguiente forma: 1 mL de suero
obtenido como se describié en la secciéon 2.1 que fue mezclado con 1 mL de HNO3
concentrado y 0.5 mL H20; en tubos de polipropileno. La mezcla fue mantenida a 60
°C durante 2 horas lo que permitié la digestion de las muestras. Los digeridos asi
obtenidos fueron diluidos afiadiendo 2.5 mL de agua ultra pura. Posteriormente se
centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos y se analizaron mediante ICP-MS.

En el método DAK, 1 mL de suero fue diluido 1:5 con la adicién de una solucién
alcalina que consiste en 2% (w/v) 1-butanol, 0.05% (w/v) EDTA triton X-100 y 1%
(w/v) NH4OH. Esta mezcla fue sonicada durante 5 minutos y centrifugada a 2000 rpm
durante 5 minutos antes del analisis por ICP-MS.

Las soluciones estandar para el trabajo de calibracion fueron preparadas diariamente
mediante la dilucién apropiada de los patrones multi-elementales descritos en la
seccion 2.2. Para el método DAS las soluciones de calibracidn fueron preparadas en
HNO3 al 20% (w/v) y los estandares internos (20 ug L-1de Ge y Tb) fueron afadidos
en linea a una velocidad de flujo de 40 pL min-1. Las soluciones de calibracion para el
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método DAK fueron también preparadas por dilucién de los estandares de varios
elementos con la misma solucién alcalina que se describié anteriormente para la
preparacion de la muestra.

2.4. Determinacion ICP-MS

La determinacién de multi-elementos basada en ICP-MS se realizé en un sistema
Agilent 7700x ICP-MS (Agilent Technologies, Tokio, Japén) equipado con tecnologia
de reduccion de interferencia en la celda de reaccion/colision. El sistema de
introduccién continua de muestras consisti6 en un autoanalizador de inyeccién
automatica, una camara de pulverizaciéon de doble paso Scott (Agilent Technologies,
Tokyo Japan), un nebulizador de cristal concéntrico MicroMist (Glass Expansion,
West Melbourne, Australia), una llama de cuarzo y conos de niquel (Agilent
Technologies, Tokyo Japan). Las concentraciones de los elementos fueron
cuantificadas usando un software MassHunter Work Station para ICP-MS (version
A.8.01.01 Agilent Technologies, Inc. 2012, Tokyo, Japan). Este sistema fue utilizado
para el andlisis de las soluciones de las muestras obtenidas por ambos tipos de
preparacion y digestién, DAS y DAK y para el analisis de las muestras de referencia
CRM NIST SRM-1598a. Todas las muestras fueron corregidas por los blancos y se
analizaron por triplicado, con Ge y Tb como estandares internos. Los parametros del
ICP-MS, las condiciones diarias de trabajo y los isotopos seleccionados para las
determinaciones se encuentran resumidos en la tabla 1. Las curvas de calibracién (en
el rango de concentracién de 0.2 y 10,000 pg L-1) se construyeron diariamente
mediante el analisis de soluciones estandar nuevas realizadas inmediatamente antes
del andlisis de las muestras de suero. En todos los casos, se obtuvieron respuestas
lineales con intercepcién cero, coeficientes de correlacién superior a 0.999 y una
desviacién estandar relativa (DSR) inferior al 5%.

2.5. Control de Calidad

Se aplicé un programa de control de calidad a la preparaciéon de muestras con los
métodos DAS y DAK. Los blancos analiticos (preparados siguiendo exactamente el
mismo procedimiento utilizado para las muestras de suero) fueron incluidos en todos
los lotes, y los resultados correspondientes se utilizaron para calcular los limites de
detecciéon (LOD, calculado como 3 veces la desviacion estandar de los blancos) y los
limites de cuantificacién (LOQ, calculados como 10 veces la desviacién estandar de los
blancos). La exactitud analitica fue evaluada mediante el uso de un material de
referencia certificado (CRM Animal serum NIST1598a) y muestras afadidas a los
niveles de concentracién apropiados (hasta 2 a 10 veces mas altos que los niveles
normales en suero). La precision intra-ensayo e inter-ensayo se midié mediante 10
analisis repetidos de la misma muestra y mediante el andlisis de 10 preparaciones
diferentes de la misma muestra en diferentes dias, respectivamente.
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Tabla 1. Condiciones de trabajo del ICP-MS.

Calibracion del instrumental

Masas analiticas

Estandares internos

Rango de calibracion de los estandares
(ngL™)

RF Potencia (W) 1550
Profundidad de la muestra 8
Flujo del gas (L min-1) 15
Cargador de gas (L min-1) 1.1
Bomba nebulizadora (rps) 0.1

T2 caAmara de pulverizacion (°C) 2
Replicas 3

Célula de reaccién: gas He (mL 3.6
min-1)

7Li’ 11B’ SZCr’ SSMn’ 56Fe’ 59C0’ 60Ni’ 63Cu’ 66Zn’ 75AS,
7886, BBSr' 95M0’ 111Cd, 121Sb, 137Ba, ZOZHg, ZOSPb,
238U’

159Th, 72Ge

Co, Cd, Sb, Hg, U 0.2-10

Li, Cr, Mn, Ni, As, Se, Sr, Mo, Pb 0.2-100
B, Fe, Cu, Zn, Ba 10-10000
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3. Resultados y discusion
3.1. Calibracion y sensibilidad

Las curvas de calibraciéon para todos los elementos analizados en este estudio fueron
lineales (R2>0.9999) en un amplio rango de concentraciones, tanto para los
procedimientos de preparacion de muestras DAS como para DAK.

Los valores de LOD y LOQ para la determinacion mediante ICP-MS basados en los
procedimientos de preparaciéon DAS y DAK, asi como las concentraciones de los
elementos traza en los blancos analiticos se muestran en la tabla 2. Los LODs y LOQs
de los elementos presentes en altas concentraciones en las muestras de suero
generalmente fueron menores (hasta un orden de magnitud inferior para algunos
elementos) para muestras procesadas con el método DAK que las procesadas con el
método DAS. Ambos procedimientos fueron lo suficientemente sensibles como para
permitir la determinacién de la mayoria de los elementos traza en las
concentraciones que se encuentran comunmente en las muestras de suero bovino. Sin
embargo, el método DAS fue mas sensible para la determinacion de elementos toxicos
como Cd, Pb, Sb y Sr, presentes a muy bajas concentraciones a nivel de trazas en las
muestras de suero. Con el método DAK, estos elementos estaban por debajo del LOQ
en una alta proporcién de las muestras (entre 65y 100% segtn el elemento).

Los niveles de elementos traza en los blancos eran generalmente muy bajos (menor
que 0,1 pgL-1), lo que indica la alta pureza de los productos quimicos utilizados en los
procedimientos DAS y DAK, asi como la ausencia de contaminacion de las muestras
durante la preparacion y el analisis. En general, las concentraciones medias de la
mayoria de los elementos determinados en los blancos fueron varios 6rdenes de
magnitud mas bajos que las comunmente presentes en las muestras de suero. Las
Unicas excepciones a este patréon fueron algunos elementos presentes en
concentraciones muy bajas en muestras de suero, como Cd, Hg y U. No obstante, las
concentraciones de estos elementos en los blancos fueron al menos un orden de
magnitud inferior a los niveles en el suero, lo que garantiza una determinacién
precisa después de la correccién del blanco.
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Tabla 2. Concentracion de elementos traza en los blancos, limites de deteccion (LOD)

y limites de cuantificaciéon (LOQ) para la preparaciéon de muestras mediante digestion

acida simple (DAS) y dilucion alcalina (DAK). Todos los valores en pg L-1.

Blancos LOQ
Elementos DAS DAK DAS DAK DAS DAK
As 0.038+0.008 0.007+0.001 0.024 0.003 0.121  0.017
B 0.027+0.002 0.094+0.002 0.005 0.007 0.026  0.038
Ba 0.007+0.004 0.026+0.001 0.012 0.004 0.058 0.019
Cd 0.004+0.004 0.017+0.011 0.013 0.033 0.063 0.164
Co 0.006£0.005 0.013+0.003 0.016 0.007 0.081 0.033
Cr 0.076+0.038 0.024+0.001 0.115 0.003 0.576  0.015
Cu 0.050+0.058 0.023+0.004 0.174 0.014 0.871  0.073
Fe 0.364+0.082 0.279+0.031 0.246 0.095 1.230 0.479
Hg 0.042+0.017 0.004+0.003 0.050 0.008 0.248  0.040
Li 0.093+0.063 0.171+0.035 0.189 0.104 0.947 0.519
Mn 0.040+0.051 0.014+0.009 0.154 0.026 0.770  0.130
Mo 0.024+0.028 0.009+0.001 0.084 0.003 0.422  0.015
Ni 0.089+0.043 0.013%0.012 0.129 0.037 0.643 0.185
Pb 0.013+0.010 0.020+0.035 0.030 0.106 0.151 0.531
Sb 0.003+£0.001 0.010+0.002 0.003 0.005 0.013 0.025
Se 0.116+0.020 0.026+0.024 0.060 0.071 0.299 0.353
Sr 0.014+0.006 0.016+0.013 0.019 0.039 0.093 0.195
U 0.001+0.000 0.001+0.000 0.001 0.001 0.004 0.007
Zn 0.018+0.006 0.043+0.004 0.017 0.012 0.083  0.062
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3.2. Exactitud y precision

La exactitud del método ICP-MS después de la preparacion de las muestras mediante
DAS y DAK se evalué utilizando material de referencia certificado (NIST 1598a) y
muestras afiadidas (cuando el valor certificado no esta disponible o cuando no se
detectd el analito). El procedimiento de preparacion DAS mostro mejores resultados
que el método DAK (Tabla 3). La recuperacion de los elementos a partir de muestras
certificadas preparadas utilizando el método DAS (en el rango de 96-118%) fue
aceptable, de acuerdo con la guia de la AOAC para la validaciéon del método (AOAC,
2012) y para la mayoria de los elementos, fueron mucho mas altos que los de las
muestras tratadas con DAK. La recuperacion de los elementos de las muestras
certificadas preparadas utilizando el método DAK no fue aceptable para Se (57%), Cd
(154%) o Fe (139%) y también fue sub-6ptima para Zn (78%). Estos resultados
confirman la debilidad previamente descrita para el método DAK (Barany et al,
1997). Los niveles de recuperacién insatisfactorios se atribuyen a la interferencia
poliatémica (para Se y Zn) y la interferencia que surge de la adsorcién en las
superficies de los tubos y/o vidrio (para otros elementos). El Se tiene importantes
implicaciones en la salud como antiinflamatorio, antitumoral y antioxidante tanto en
humanos como en animales (Suttle, 2010; Rayman, 2012). Los niveles séricos de este
elemento son lo suficientemente altos como para permitir la identificacion de
deficiencia/desequilibrio, y la mala recuperaciéon asociada con el método DAK es un
serio inconveniente para el andlisis del Se. El Se es uno de los elementos cruciales en
la salud y produccion animal, sobre todo en el manejo de animales en sistemas
intensivos. La suplementacion dietética y/o la administraciéon parenteral de Se son
realizadas de manera rutinaria (Herdt and Hoff, 2011; Overton and Yasui, 2014), para
reducir la incidencia de metritis y quistes ovaricos durante el posparto y aumentar la
fertilidad mediante la prevencién de la muerte embrionaria durante el primer mes de
gestacion (Mehdi and Dufrasne, 2016).

La recuperacion a partir de muestras afiadidas con elementos no certificados en el
material de referencia o elementos que no se detectan generalmente (incrementados
a concentraciones hasta 10 veces mas altas que los valores habituales en suero) fue
adecuada para ambos métodos, con la excepcion del Cr por el método DAK. Este
aspecto negativo también se describié previamente para el andlisis de Cr en sangre
humana (Barany et al., 1997), y fue atribuido al alto contenido de carbono contenido
en las muestras. Estos hallazgos demuestran los mejores resultados obtenidos con el
método DAS que con el método DAK porque la digestion acida reduce el contenido
total de carbono en las muestras de suero.
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Tabla 3. Resultado del estudio de exactitud para la preparacion de muestras
mediante digestion acida simple (DAS) y dilucién alcalina (DAK) basada en el analisis
de un material de referencia certificado (Animal Serum NIST 1598a) y de muestras

afiadidas.
Material de referencia Muestras afadidas
(Animal serum NIST 1598a)
Valor certificado Recuperacion (%) Recuperacion (%)
(g L) DAS  DAK DAS DAK
As (0.3)* ND 87 88.1+9.4 84.2+6.5
B — 91.5#8.2 95.8+13.1
Ba — 89.1+8.4 83.9%4.1
Cd 0.05+0.014 109 154
Co 1.24+0.07 100 87
Cr 0.33%£0.08 ND ND 93.8+£7.4 46.4%12.0
Cu 1580+90 105 98
Fe 1680+60 114 139
Hg 0.32+0.19 90 ND 91.0+4.9 84.2+3.2
Li — 93.1+5.2 105.1+11.0
Mn 1.78+0.33 108 105
Mo 5.5+1.0 96 82
Ni 0.94+0.18 107 119
Pb — 87.6+9.3 79.4£5.2
Sb 1.00+£0.15 108 106
Se 134.4+5.8 118 57
Sr — 96.1+5.7 99.5+1.2
U — 96.4+11.2 97.4+27.1
Zn 880+24 108 78

* Entre paréntesis valores indicativos. ND: no detectado
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Tabla 4. Resultados de la precisién intra e inter-ensayo (expresados como DSR) para
para la preparacion de muestras mediante la digestion acida simple (DAS) y la
dilucion alcalina (DAK).

Elemento Intra-ensayo (n=10) Inter-ensayo (n=10)

DAS DAK DAS DAK
As 4.60 2.96 3.76 4.16
B 3.12 3.74 4.37 3.95
Ba 4.03 7.55 2.96 2.90
Cd 4.04 15.5 8.85 21.1
Co 1.89 791 2.6 6.17
Cr 4.59 11.2 5.43 15.41
Cu 2.64 2.88 2.41 2.56
Fe 1.99 2.37 2.06 2.30
Hg 8.09 12.6 9.00 23.9
Li 8.40 8.65 5.51 8.92
Mn 2.41 4.41 5.06 3.79
Mo 1.08 2.32 1.37 2.24
Ni 3.97 8.22 6.22 10.0
Pb 1.98 11.4 5.83 46.6
Sb 1.48 3.48 1.96 2.87
Se 2.31 2.82 2.80 2.90
Sr 1.97 2.37 1.68 2.24
U 3.02 15.3 7.85 15.6
Zn 1.94 2.47 2.41 2.39
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Los resultados de la evaluacion de la precisiéon intra-ensayo (evaluado a partir de 10
repeticiones de la misma muestra) e inter-ensayo (evaluado mediante la preparacion
de 10 digestiones de la misma muestra en diferentes dias) se presentan en la tabla 4.
El procedimiento de preparaciéon de las muestras por el método DAS produjo un
mayor nivel de reproducibilidad que el método DAK. Los valores de la desviacion
estandar relativa (DSR) para el método DAS en la precision intra-ensayo fueron mas
bajos que para el método DAK. En la evaluacién inter-ensayo, las medidas de
exactitud también fueron mejores para el procedimiento DAS, con resultados no
deseados para Cd, Cr, Hg, Pb y U en el procedimiento DAK. En general, los valores de
la DSR fueron ligeramente mas altos para los elementos presentes en concentraciones
mas altas en el suero para el método DAS que para el método DAK, aunque en general
fueron similares. Sin embargo, para aquellos elementos presentes en concentraciones
muy bajas (Ba, Cd, Co, Cr, Hg, Li, Ni, Pb y U) los resultados obtenidos por el método
DAS fueron mucho mas precisos.

3.3. Tiempo de preparacion de la muestra y coste del analisis

La duracién de los pasos del analisis es un parametro importante a considerar al
evaluar los procedimientos de preparaciéon de muestras. El método DAK (aprox. 20
min por muestra) es mas rapido que el método DAS (2 h 10 min por muestra) debido
al paso de digestiéon mas largo en el DAS. Sin embargo, la duracion del paso de
digestion no requiere la participacion directa del analista, que puede realizar otras
tareas durante este tiempo.

Ambos métodos de preparacion de muestras utilizan material de laboratorio similar y
generalmente disponible. Sin embargo, en el procedimiento DAK se requieren
productos quimicos puros adicionales como butanol, EDTA, Triton X-100 y NH40H, lo
que aumenta el costo del método. Las muestras obtenidas usando el método DAS son
mas limpias y contienen menos particulas que las obtenidas por el método DAK. La
duracion del paso de lavado en medio del analisis ICP-MS de las muestras preparadas
utilizando el método DAK debe aumentarse para evitar el bloqueo por obstruccién
(restos de muestra) del sistema de introduccion de muestras. El tiempo de analisis y
el consumo de gas para las mediciones de ICP-MS son por lo tanto mas altos con el
método DAK que con el método DAS. Ademas, el sistema ICP también debe limpiarse
mas a menudo después de procesar las muestras tratadas con el método DAK, lo que
reduce el rendimiento del equipo.

3.4. Andlisis de las muestras de suero bovino

Las concentraciones de los elementos traza en las muestras de suero bovino
preparadas por los dos métodos DAS y DAK fueron medidas bajo las condiciones
descritas en la seccion 2.4 y fueron comparadas usando un analisis de regresién (ver
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Tabla 5). Los resultados son consistentes con los obtenidos en los estudios de
exactitud y precision. El analisis revel6 una estrecha correlacion entre los dos
métodos (R2>0,90, P=0.000) para aquellos elementos que presentaron buenos datos
en términos de exactitud y precision. Sin embargo, el andlisis de regresion lineal
reveld diferencias estadisticamente significativas entre los métodos para algunos
elementos, con concentraciones mucho mas bajas determinadas con el método DAK:
As (95%), Co (23%), Li (52%), Mn (41%) y Zn (47%). Por el contrario, la
concentracion de Fe en las muestras preparadas por el procedimiento DAS fue 28%
mas baja que en las preparadas usando el método DAK. Asociaciones mas débiles
pero aun significativas (R2x0.80 P=0.000) se observaron en algunos elementos
presentes en concentraciones muy bajas en las muestras de suero (Ni y U) o aquellos
elementos para los cuales la recuperaciéon analitica no fue satisfactoria (Se en el
método DAK). Finalmente, como se esperaba, no se observd ninguna asociacion (P>
0.05) para Cd, Hg y Pb (porque la mayoria de las muestras estaban por debajo del
LOQ para el método DAK) o Cr (debido a la interferencia del carbono en el analisis del
método DAK).

4. Conclusiones

Desarrollamos un procedimiento simple de tratamiento previo para muestras de
suero bovino antes de la determinaciéon de minerales mediante ICP-MS basada en la
digestion con un solo acido (DAS). La novedosa metodologia es muy simple y facil de
replicar, requiere una pequefia cantidad de muestra, produce soluciones limpias y sin
particulas ademas permite el almacenamiento a largo plazo a temperatura ambiente.
El método de preparaciéon de muestras propuesto permite una determinacién mas
exacta y precisa de la mayoria de los elementos traza, téxicos y esenciales en
comparacién con el método de digestion alcalina cominmente utilizado. En
particular, el procedimiento DAS recientemente desarrollado mejor6 en gran medida
la exactitud de la determinacidn para selenio y produjo un aumento significativo en la
precision de la determinacion de los elementos presentes en niveles de ultra-traza.
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RESUMEN

Este estudio fue disefiado para evaluar la influencia del tipo de muestra (suero o
plasma) en el andlisis de elementos esenciales y tdéxicos en ganado vacuno. Las
muestras de plasma y suero (n = 20) se sometieron a una digestiéon con acido y las
concentraciones de As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Li, Mg, Mn. Mo, Ni, P, Pb, Sb, Se,
Sr y Zn se determinaron por espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado
(ICP-MS). Nuestros resultados indican que las muestras de plasma y suero parecen
ser adecuadas e intercambiables para la determinacién de la mayoria de los
elementos esenciales y toxicos en la sangre del ganado vacuno. La tnica excepciéon
parecen ser el Cu y Se para los cuales se encontraron niveles significativamente mas
bajos (40.9 y 29.9% respectivamente) en el suero. Este hallazgo esta bien descrito
para el Cu en los rumiantes bovinos y esta relacionado con la captura de parte de Cu
en el coagulo, pero merece una investigacién adicional para el Se en otras especies
animales, en particular los rumiantes. Finalmente, sefialar que las concentraciones de
Mn (9.9%) significativamente mayores en suero en comparacién con el plasma
podrian estar relacionadas con la hemdlisis en algunas muestras. Se debe prestar
especial atencion para evitar la hemolisis al obtener y procesar las muestras de
sangre para evitar una sobreestimaciéon de los elementos que se encuentran en altas
concentraciones (Fe, Mn o Zn) dentro de los eritrocitos.

Palabras Clave: elementos esenciales y toxicos, suero, plasma, ganado vacuno, ICP-MS

1. Introduccion

Dos siglos después del descubrimiento de la esencialidad de ciertos elementos como
el I o el Fe, los desequilibrios minerales siguen siendo todavia un reto tanto para el
hombre como para los animales. Hoy en dia, al menos diecisiete elementos son
considerados esenciales para un crecimiento apropiado, salud y reproduccién (Suttle,
2010); siendo esencial mantener un correcto estatus mineral para asegurar una
producciéon maxima en animales de granja. La exposicién del ganado a fuentes
antropogénicas de contaminacion, pero también a las fuentes naturales de elementos
toxicos, también presenta un gran interés puesto que es bien sabido que los
productos animales representan una de las fuentes principales de elementos toxicos
en las dieta humanas, que deberian reducirse a un minimo (Lépez-Alonso, 2012a).
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Los desodrdenes de oligoelementos (tanto deficiencias como intoxicaciones) han sido
descritos en grandes areas del mundo, estando principalmente relacionados con el
origen geolégico del suelo (Suttle, 2010), y contindan apareciendo actualmente
asociados a métodos de produccion ganadera fuertemente vinculados al suelo,
concretamente la ganaderia ecoldgica y otros sistemas sostenibles de produccion
(Lépez Alonso, 2012b). Es también bien sabido que los desérdenes metabdlicos
asociados a minerales no so6lo estan relacionados con deficiencias clinicas (y en
menor medida con toxicidades) sino que hoy en dia presentan una gran relevancia los
problemas subclinicos, que incluyen también interacciones complejas entre
elementos (Kendall and Bone, 2006). Ademas, aunque de forma tradicional se creia
que los oligoelementos cuando eran suplementados en las dietas tenian margenes de
seguridad amplios, hoy se sabe que los requisitos 6ptimos de oligoelemento estan
dentro de un margen estrecho y que las desviaciones pueden tener importantes
consecuencias para el mantenimiento de la salud del rebafio (Ludwick et al., 2008).

La determinaciéon del estatus mineral y la acumulacién de elementos téxicos en
animales de granja proporciona informacién de gran relevancia al veterinario clinico
y es una pieza clave para mantener la salud de rebafio (Ludwick et al., 2008). Si bien
durante décadas los analisis de oligoelemento era una labor complicada—
demandando mucho tiempo y siendo poco precisa para los elementos presentes en
concentraciones muy bajas en sangre (por ejemplo Co, Mo o Mn)—hoy en dia las
modernas técnicas de andlisis multielemental como la Espectromeria de masas con
fuente de plasma acoplado (ICP-MS), junto con el desarrollo de protocolos para la
preparacion de muestra para evitar interferencias de matriz (Luna et al, 2019)
permiten una determinacion rutinaria precisa, rapida y relativamente barata de un
gran numero de oligoelementos en un andlisis de una Unica muestra de sangre en
laboratorios multidisciplinares.

Un punto importante que a menudo no se tiene en cuenta en la determinacién de
oligoelementos es la eleccion de la muestra que debemos enviar al laboratorio. Si bien
la determinacion en sangre entera (recogida en EDTA, heparina u otro
anticoagulante) apenas se emplea debido a su laboriosa preparacion, hay poca
informacion sobre la conveniencia de utilizar suero o plasma y de si los resultados
son comparables. La diferencia principal entre suero y plasma es que en el suero se
consumen el fibrin6geno y los factores de coagulacion, si bien también es bien
conocido que otras muchas proteinas, agua, sales y células de sangre quedan
atrapadas entre las mallas de fibrina (Stachowicz et al., 2018). Desde el punto de vista
de analisis de minerales, la composiciéon de la matriz del suero y plasma es diferente y
ademas algun elemento ligado a proteinas plasmaticas puede quedar atrapado en el
coagulo. En rumiantes, por ejemplo, estd bien documentado que las concentraciones
de Cu en suero son entre un 10-30% mas bajas que en plasma puesto que la
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ceruloplasmina (CP) queda parcialmente atrapada en el coagulo (Telfer et al., 2003,
Laven y Livesey, 2006; Laven et al., 2007). Esto hace que las concentraciones de Cu en
suero y plasma no sean facilmente intercambiables. Ademas, la relaciéon entre los
niveles de Cu en suero y plasma es pobre puesto que existe una variabilidad marcada
en la pérdida aparente de Cu ligado a CP durante el proceso de coagulacion.

La informacién de la que se dispone sobre el efecto de secuestro en el codgulo sobre
otros oligoelementos, asi como las interferencias de matriz cuando las muestras de
suero o plasma se analizan por ICP-MS es muy escasa, a pesar de que podria ser muy
relevante a la hora de determinar el estatus mineral.

Este estudio tiene como objetivo evaluar la influencia del tipo de muestra (suero o
plasma) en la determinacién de elementos esenciales y téxicos en ganado vacuno.

2. Material y métodos
2.1. Muestras

Las muestras de sangre de ganado vacuno (n=20) empleadas en este estudio forman
parte de un proyecto para valorar el estatus mineral en ganado vacuno. De cada
animal se recogieron 2 tipos de muestras de sangre (por triplicado). Para obtener
plasma, la sangre entera se recogi6 en tubos de 9 mL de heparina de sodio
(Vacuette®, NH, Greiner bio-un, Kremsmiinster, Austria) mientras que para obtener
suero las muestras de sangre entera se recogieron en tubos de 9 mL sin aditivos
(Vacuette®, Z Activador de Codgulo de Suero de Oligoelementos; Greiner bio-un,
Kremsmiinster, Austria). Inmediatamente después de su obtencion, las muestras se
refrigeraron, se transportaron al laboratorio y se centrifugaron a 3000 rpm durante
10 min para obtener plasma y suero dentro las 4 horas siguientes a su recogida. A
continuacién se obtuvieron tres alicuotas de cada muestra que se congelaron a -202C
hasta su posterior andlisis laboratorial.

La recoleccion de muestras y todos los experimentos llevados a cabo con los animales
se realizaron de acuerdo a la normativa vigente sobre proteccion de los animales de
experimentacion. El Comité de Bioética de la Universidad de Santiago de Compostela
(Espafia) evalué el disefio experimental, verifico y dio permiso para los
procedimientos de muestreo llevados a cabo.

2.2. Reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas utilizando agua ultra pura con resistencia de
18M(Q cm1 (usando un sistema de purificacion Mili-Q, Millipore Corp., Bedford, MA).
Se utilizaron soluciones estandar de grado ultra puro (1000 mg L -1): Soluciéon multi
elementos ICP estandar IV certi-PUR para B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb, Sry
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Zn; y ICP estandar certiPur para Hg y Se ambas de Merck (Pool, UK). Los patrones de
As, Mo, Sb y U fueron de Panreac (Barcelona, Espafia). El material certificado de
referencia para validar mediciones mediante ICP-MS fue el NIST SRM-1598a
(componentes inorganicos en suero animal), del National Institute for Standard and
Tecnology, NIST (Gainthersburg, MD, USA).

Los tubos de polipropileno usados para la preparaciéon de muestras y de los patrones
se mantuvieron en HNO3 Hiperpur al 10% durante al menos 24 h, se enjaguaron con
agua desionizada y se secaron antes de usarse. Los tubos de muestreo eran
especificos para elementos traza y se probé que no habia contaminacién por
elementos traza.

2.3. Preparacion de las muestras y las soluciones estandar

Las muestras de plasma y suero (1 mL) se sometieron a un procedimiento simple de
digestion acida, como se describe en el capitulo 1 de esta Tesis Doctoral (Luna et al,,
2019). Las muestras de plasma y suero fueron tratadas de la siguiente forma: 1 mL de
plasma o suero, se afiadi6 1 mL de HNO3 concentrado y 0.5 mL H20;2 en tubos de
polipropileno. La mezcla fue mantenida a 60 °C durante 2 horas lo que permiti6 la
digestion de las muestras. Los digeridos asi obtenidos fueron diluidos afiadiendo 2.5
mL de agua ultra pura. Posteriormente se centrifugaron a 2000 rpm durante 5
minutos y se analizaron mediante ICP-MS.

Las soluciones estandar para el trabajo de calibracion fueron preparadas diariamente
mediante la dilucién apropiada de los patrones multi-elementales descritos en la
seccion 2.2. Las soluciones de calibracion fueron preparadas en HNOz al 20% (w/v) y
los estandares internos (20 pg L1 de Ge y Tb) fueron afadidos en linea a una
velocidad de flujo de 40 pL min-1.

2.4. Determinacion por ICP-MS

La determinaciéon de multi-elementos basada en ICP-MS se realizé en un equipo
Agilent 7700x ICP-MS (Agilent Technologies, Tokio, Japon) equipado con tecnologia
de reduccién de interferencia en la celda de reaccion/colision. El sistema de
introduccién continua de muestras consisti6 en un autoanalizador de inyeccién
automatica, una camara de pulverizacion de doble paso Scott (Agilent Technologies,
Tokyo Japan), un nebulizador de cristal concéntrico MicroMist (Glass Expansion,
West Melbourne, Australia), una llama de cuarzo y conos de niquel (Agilent
Technologies, Tokyo Japan). Las concentraciones de los elementos fueron
cuantificadas usando un software MassHunter Work Station para ICP-MS (version
A.8.01.01 Agilent Technologies, Inc. 2012, Tokyo, Japan). Todas las muestras fueron
corregidas por los blancos y se analizaron por triplicado, con Ge y Tb como
estandares internos. Las curvas de calibracién (en el rango de concentracion de 0.2 y
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10.000 pg L1) se construyeron diariamente mediante el analisis de soluciones
estandar nuevas realizadas inmediatamente antes del andlisis de las muestras de
suero. En todos los casos, se obtuvieron respuestas lineales con intercepcién cero,
coeficientes de correlacidn superior a 0.999 y una desviacion estandar relativa (DSR)
inferior al 5%.

2.5. Control de Calidad

Durante el estudio se aplico un programa de control de calidad analitico (Tabla 1).
Los blancos analiticos (preparados siguiendo exactamente el mismo procedimiento
utilizado para las muestras de suero) fueron incluidos en todos los lotes, y los
resultados correspondientes se utilizaron para calcular los limites de deteccion (LOD,
calculado como 3 veces la desviacion estdndar de los blancos); todas lass muestras,
tanto de suero como de plasma, estaban por encima del LOD. La exactitud analitica
fue evaluada mediante el uso de un material de referencia certificado (CRM Animal
serum NIST1598a) y muestras afiadidas (hasta 2 a 10 veces mas altos que los niveles
normales en suero).

Ademas, para evaluar la precision del analisis cuando se utilizan muestras de plasma
o suero, se realizé una prueba intra (evaluada a partir de 10 repeticiones de la misma
muestra) e inter-ensayo (evaluada mediante la preparaciéon de 10 soluciones de
digestion de la misma muestra en diferentes dias) durante el estudio.

2.6. Andlisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SPSS para
Windows (v.21.0). La precision del analisis en las muestras de plasma y suero se
evalué mediante el uso de la desviacion relativa estdndar (DRS). Las diferencias entre
las concentraciones de minerales en plasma y suero se verificaron mediante un T-test.
La correlacidn entre las concentraciones de oligoelementos en plasma y suero ser
realiz6 mediante el coeficiente de correlaciéon de Pearson.

66



Resultados y discusion

Capitulo 2
Tabla 1. Resultados del programa de control de calidad analitica.
LD Animal Serum NIST 1598a Muestras afiadidas
(% recuperacion)
(ng L) Valor Recuperacion plasma suero
certificado (%)
(ng L)t

As 0.002 (0.3)2 ND 93.8+7.4 84.2+6.5
B 0.001 - 93.1+5.2 95.8+13.1
Ba 0.010 - 91.0+4.9 83.9+4.1
Ca 0.020 96+7 95 101.4+3.8 99.8+5.2
Cd 0.011 0.048+0.004 91 96.1+5.7 99.1+x10.1
Co 0.008 1.24+0.07 93 88.8+3.2 91.1+1.7
Cr 0.093 0.33+0.08 ND 91.5+8.2 96.4+12.0
Cu 0.130 1580+90 95 91.1+5.7 96.1+5.7
Fe 0.147 1680+60 102 91.5%8.2 95.8+13.1
Hg 0.050 0.32+0.19 94 89.1+8.4 84.2+3.2
Li 0.141 - 88.1+9.4 105.1+11.0
Mg 0.050 -- 92.6%5.2 96.1+5.7
Mn 0.014 1.78+0.33 103 91.5+1.2 88.8+4.4
Mo 0.089 5.5+1.0 98 96.1+5.7 86.1+8.7
Ni 0.112 0.94+0.18 97 97.1x6.9 106.1+5.7
P 0.017 (140) 99 96.1+5.7 101.3+2.6
Pb 0.022 - 89.4+11.9 89.4+5.2
Sb 0.001 1.00£0.15 105 93.1+5.7 96.1+5.7
Se 0.023 134.4+5.8 102 99.1+7.7 98.1+5.2
Sr 0.015 -- 105.4+4.8 99.5+1.2
Zn 0.005 880+24 98 91.5+6.5 95.6+6.7

Lexcepto para Ca, Mg y P que estan expresados en mg L1 // 2en paréntesis valores indicativos // ND:
no detectado // LD: limite de deteccion
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Tabla 2. Resultados del estudio de precisidn intra- e inter-ensayo (expresado como
DSR) para muestras de plasma y suero.

Elemento Intra-ensayo (n=10) Inter-ensayo (n=10)
plasma suero plasma suero
As 4.54 5.33 4.36 4.50
B 2.46 2.88 4.19 7.17
Ba 2.55 2.76 5.11 4.51
Ca 1.79 1.93 2.46 2.59
Cd 6.81 6.04 7.49 7.64
Co 2.14 1.89 3.84 3.67
Cr 3.36 4.59 8.22 8.96
Cu 1.83 2.84 2.35 5.24
Fe 1.69 2.20 3.70 4.07
Hg 7.98 8.24 8.33 9.67
Li 492 6.84 6.11 6.64
Mg 2.06 2.46 4.57 4.72
Mn 291 2.44 2.77 4.74
Mo 1.07 1.14 1.97 2.48
Ni 3.93 3.96 6.76 7.10
P 2.67 3.20 2.96 3.32
Pb 2.46 4.97 5.66 6.79
Sb 2.96 3.27 3.86 3.20
Se 2.86 3.22 3.09 3.28
Sr 2.26 1.87 3.20 2.87
Zn 1.64 2.23 2.10 2.57
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3. Resultados y discusion

3.1. Precision intra e inter-ensayo

Los resultados del estudio de precision intra- (evaluado en 10 repeticiones de la
misma muestra) e inter-ensayo (evaluado en 10 soluciones de la misma muestra
preparadas y analizadas en dias diferentes) para la determinacién de elementos
esenciales y toxicos en muestras de plasma y suero aparecen reflejados en la Tabla 2.
En general, los resultados son aceptables (<5% intra-ensayo y <10% inter-ensayo
para la mayoria de los elementos) con s6lo pequefias diferencias entre las muestras
de plasma y de suero, si bien en general la precision del andlisis tendi6 a ser
ligeramente mejor en las muestras de plasma para la mayor parte de los elementos, y
particularmente para aquellos de mayor interés para evaluar el estado de salud y
nutricién del rebafio (macroelementos y oligoelementos esenciales). Estos resultados
eran esperables puesto que los posibles efectos de matriz y/o interferencias en
ambos tipo de muestras son similares y posiblemente pequefios tras someter las
muestras a una digestion acida. Este hecho, junto con los bajos limites de deteccién y
los resultados de exactitud del método (determinados a partir de los estudios de
recuperacion en el material de referencia certificado y en muestras afiadidas; Tabla
1) garantizan una buena calidad de analisis en cualquier de los dos tipos de muestra.

3.2. Analisis de muestras pareadas de suero y plasma

Los resultados de las concentraciones de elementos esenciales y toxicos en muestras
pareadas de plasma y de suero (n=20) aparecen reflejados en la Tabla 3. Dentro de
los oligoelementos esenciales, las concentraciones de Cu (40.9%) y Se (29.9%) fueron
estadisticamente superiores en plasma que en suero, mientras que para Mn (9.9%)
ocurrio lo contrario. La disminucién significativa de las concentraciones de Cu en el
suero en comparacion con el plasma esta bien descrita en la literatura cientifica para
ganado vacuno (Laven et al.,, 2007) y otras especies de rumiantes como ovejas (Laven
and Smith, 2008) y cabras (Laven and Lawrence, 2012), a pesar de que no ha sido
observada en rumiantes cérvidos como ciervo rojo (Laven and Wilson, 2009) asi
como en la mayoria de mamiferos (Suttle, 2010). En rumiantes b6vidos ocurre un
secuestro significativo de Cu en el codgulo durante las etapas tempranas del proceso
de coagulacién (Paynter, 1982). En ganado vacuno se ha estimado que las
concentraciones de Cu en suero son, por término medio, alrededor 3 pmol/L (190
mg/L) inferiores al equivalente de las concentraciones de Cu en plasma (Laven et al.,
2007), si bien el grado en el que ocurre esta retencion de Cu en el coagulo es
altamente variable.
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Tabla 3.Comparacion de las concentraciones de elementos esenciales y téxicos en

muestras pareadas (n=20) de plasma y suero bovino. Todos los elementos estin

expresados en ug L1, excepto para Ca, Mg y P que estan expresados en mg L-1.

plasma suero
mediazES = mediana rango mediazES  mediana rango P
As 3.63+0.11 3.57 2.76-4.42 3.53%0.09 3.59 2.72-4.24 0.492
B 302+8 303 234-361 3058 306 227-366 0.797
Ba 13.6x1.05 13.1 7.69-24.3 13.5%£1.20 12.8 6.74-25.2 0.943
Ca 108+1 109 99-114 1071 106 100-114 0.306
Cd 0.158+0.025 0.129 0.036-0.407 0.169+0.020 0.140 0.074-0.397 0.715
Co 0.361+0.012 0.371 0.265-0.460 0.379+£0.015 0.376 0.245-0.498 0.367
Cr 5.72+0.49 5.28 3.19-10.8 5.06+0.44 5.30 2.34-9.29 0.326
Cu 965+36 941 748-1418 685+21 684 530-869 0.000
Fe 1969+90 1882 1274-2840 2263+186 2003 1457-5411  0.852
Hg 0.153+0.012 0.138 0.087-0.316 0.321+0.021 0.319 0.195-0.497 0.000
Li 16.0£0.5 16.0 12.5-20.9 15.5+0.8 15.8 10.8-22.7 0.549
Mg 36.0+1.2 35.4 23.5-45.9 37.1+1.1 38.0 25.0-46.4 0.510
Mn 2.22+0.05 2.20 1.76-2.72 2.44+0.103  2.38 1.93-3.72 0.026
Mo 185+36 135 69-773 191+36 144 71-784 0.911
Ni 2.16+0.09 2.09 1.46-2.86 1.88+0.11 1.85 1.21-3.04 0.051
P 255%13 266 110-339 265+13 274 116-379 0.590
Pb 0.659+0.146 0.457 0.014-2.068 1.188+0.200 0.970 0.154-3.050 0.043
Sb 1.93+0.09 1.98 1.27-2.58 2.02+0.10 1.87 1.49-3.03 0.484
Sr 11845 114 84-181 117+5 117 79-173 0.966
Se 82.6x4.4 80.1 41.9-113.2 63.6+2.6 62.2 39.3-93.6 0.001
Zn 952447 978 514-1256 862+47 892 387-1313 0.185

ES: error standard
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En general se considera que es la CP--el principal componente de Cu a nivel
sanguineo y que representa aproximadamente el 70-90% del Cu total a nivel
plasmatico (Frieden, 1980)--la fraccién que queda retenida en el codgulo durante el
proceso de coagulacion, mientras que otros elementos de Cu plasmatico (como el
enzima Cu-Zn- superoxido dismutasa) no se ven afectados (Paynter, 1982). Si bien se
desconocen los mecanismos implicados en la pérdida de CP en el codgulo se ha
sugerido que pueda estar implicada una de las proteasas que forman parte de la
cascada de la coagulacion (Paynter, 1982), activando los residuos de acido sidlico o de
sus receptores para inducir su unién. El secuestro de la CP puede ser a través de la
unién de los residuos de acido sialico presente en la CP a receptores en eritrocitos o
plaquetas. Alternativamente, el secuestro de CP puede implicar residuos de acido
sidlico de plaquetas, y en menor medida en los eritrocitos, los cuales contienen
considerablemente menos acido sidlico que las plaquetas (Madoff et al, 1964).
Estudios mas recientes indican que otras fracciones del Cu plasmatico aparte de la CP
podrian ser estar implicados (Laven et al., 2008), si bien no se han propuesto unos
mecanismos de accion.

Por otro lado, el posible efecto de retencién en el coagulo de otros oligoelementos, y
que podria explicar la disminucién significativa de Se en el suero encontrado en
nuestro estudio, no ha sido descrito en rumiantes o en otra especie animal incluyendo
al hombre. En el plasma el Se se encuentra en forma de seleno proteina-P, glutation
peroxidasa y albumina (Harrison et al., 1996), y a pesar de que es sabido que la
enzima glutation peroxidasa dependiente de Se tiene un papel en la formacion del
trombo (Wang et al, 1981; Jin et al, 2011). No obstante, no conocemos los
mecanismos por los que se pierde Se durante el proceso de coagulacién y que pudiera
explicar nuestros resultados. Sin embargo, el hecho que la proporcion del Cu y Se
aparentemente perdido durante la formacién de coagulo (estimado como la
proporcidon de Cu y Se en suero/plasma) estén correlacionados en nuestro estudio
(p<0.05) parece sugerir que parte del Se en plasma queda retenido en el coagulo
durante el proceso de coagulaciéon y merece una investigacién mas profunda.

Ademas, tampoco se ha descrito previamente en la literatura cientifica un aumento de
la concentracién de Mn en suero en comparacion con el plasma como la observada en
nuestro estudio. Por el contrario, se han descrito mayores concentraciones de Fe y Zn
en suero en el hombre (Killilea et al., 2017). Este hecho se ha atribuido a una pérdida
o fuga de mineral de los eritrocitos y hace que sea esencial controlar el proceso de
hemolisis durante la extraccion de sangre y su posterior manipulaciéon en el
laboratorio (Killilea et al, 2017). En el caso del Zn ademas se ha descrito una
liberacion significativa de las plaquetas que se agregan o disgregan durante el
proceso de coagulacién implicado en la preparacién de la muestra de suero (Kasperek
et al, 1981). En ninguno de los estudios descritos anteriormente se evalud la
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influencia de la hemolisis y/o coagulacion en un aumento aparente de la
concentracion de Mn en suero. Sin embargo, es bien sabido que la mayoria del Mn en
la sangre estd contenida dentro de los eritrocitos (representando el 68% del total Mn
en la sangre, Milne et al,, 1990), lo que hace que un pequefio fenémeno de hemolisis
pueda liberar una cantidad significativa de Mn al suero. A pesar de que no alcanza una
significacién estadistica, las concentraciones de Fe en el suero en nuestro estudio son
numeéricamente superiores (15%) a las descritas en el plasma, lo cual podria sugerir
que un bajo grado de hemolisis (menos de 0.5 g Hb/L; Killilea et al., 2017) pueda
haber ocurrido en algunas de las muestras de suero. Este hecho, junto con la alta
asociacion (coeficiente de Pearson r=0.890) entre la proporciéon de Fe y Mn en
suero/plasma, p=0.000) podria indicar que la fuga de los eritrocitos podria ser la
razon, al menos en parte, de las mayores concentraciones de Mn y Fe en suero en
nuestro estudio.

En cuanto a los elementos toxicos en nuestro estudio se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones de Hg y Pb, siendo éstas
aproximadamente el doble en suero en comparacion con el plasma. Es bien conocido
que tanto el Pb (Bergdah et al., 1997) como el Hg (Weed et al., 1962) tienen una gran
afinidad por los eritrocitos y es posible que las concentraciones mas altas de estos
elementos encontradas en el suero puedan estar relacionadas con un escape o fuga
desde los eritrocitos durante la manipulaciéon de la muestra de sangre. Sin embargo,
las concentraciones de ambos elementos toxicos son muy bajas en nuestras muestras
(en el rango de 1 pg/L, correspondiendo a un nivel muy bajo de exposicion
medioambiental, Puls, 1994) y la falta de asociaciones significativas entre los ratios
suero/plasma con la de otros elementos como Mn y Fe (p>0.05) no parece apoyar
esta hipotesis. Otra explicacion posible podria ser una pequefia contaminacién de los
tubos para recoleccién de sangre. De ser el caso se esperaria que afectase en igual
medida a todas las muestras de suero, aumentando las concentraciones de estos
elementos en suero en todas las muestras en igual medida por encima de las
concentraciones de plasma. Si este fuese el caso, las concentraciones de suero y
plasma deberian estar también correlacionadas (Figura 1), sin embargo la asociacion
entre ambos fue muy débil para el Hg y no significativa para el Pb.

3.3. Correlaciones entre plasma y suero

Los resultados del analisis de correlacién entre las concentraciones plasmaticas y
séricas de los elementos estudiados se presentan en la Figura 1. En general, se
encontraron correlaciones estadisticamente significativas para la mayoria de los
elementos (excepto Ni, Pb y Sb) analizados en nuestro estudio. Esta asociacion fue
muy fuerte para algunos elementos como Mo (r =0.999, p <0.001) pero, en general,
buena (r> 0.8, p <0.001) para la mayoria de los elementos esenciales que tienen un
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interés principal desde el punto de vista de estado de salud y nutricional del rebafio.
La variacion entre las concentraciones séricas y plasmaticas podria explicarse
considerando la variabilidad en el andlisis (estudio de precisién intra e inter-ensayo).
En el caso del Fe y Mn, en los que se sospech6 que los valores altos en algunas
muestras de suero podrian deberse a un fendmeno hemolitico, la asociacién fue
menor (r =0.749 y 0.721) y estuvo influenciada negativamente por estas muestras
hemolizadas; de hecho, eliminando estas muestras del andlisis la asociacion fue mas
fuerte. Para el Cu, la asociacién fue menor (r =0.586, p <0.01) lo cual esta de acuerdo
con los datos publicados en ganado vacuno que indican que la relacién entre el Cu en
suero y plasma es pobre debido a la marcada variabilidad en la pérdida aparente de
Cu durante la coagulacion (Laven et al, 2007). Finalmente, se encontraron
asociaciones significativas entre las concentraciones plasmadticas y séricas de los
principales elementos tdxicos (excepto Pb) a pesar de estar presentes en
concentraciones muy bajas.

4. Conclusiones

Nuestros resultados indican que tanto las muestras de plasma como de suero
sanguineo parecen ser adecuadas e intercambiables para la determinacién de la
mayoria de los elementos esenciales y toxicos en ganado vacuno. Las unicas
excepciones parecen ser Cu y Se para los cuales se encontraron niveles
significativamente mas bajos en suero que en plasma; a pesar de que este hallazgo
estd bien descrito para Cu en los rumiantes boévidos, merece una investigacion
adicional en el caso del Se en otras especies animales. Finalmente sefialar que se debe
prestar especial atencidén a la hora de obtener y procesar las muestras de sangre para
evitar la hemdlisis (particularmente en el caso del suero), ya que conduce una
sobreestimacién de los elementos que se encuentran en concentraciones altas en el
interior de los eritrocitos (Fe, Mn o Zn).
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Figura 1. Relacion entre las concentraciones de elementos esenciales y toxicos en
suero y plasma (en pg L1, excepto para Ca, P y Mg en mg L1) expresados como
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue establecer el patron de distribucién lobular de los
elementos traza en el higado del ganado vacuno y determinar qué parte del higado
proporcionaria una estimacién precisa del contenido de los elementos traza de todo
el 6rgano. Se tomaron muestras de higado en el momento del sacrificio de 10 terneros
de raza Holstein-Friesian (HF), 10 terneros de Rubia Gallega (RG) y 10 terneros
cruces de ambas razas RG x HF, todos con una edad de 10 meses. Se tomaron
muestras de 6 regiones del higado: las caras interna y externa del 16bulo derecho (ID
y ED respectivamente); el 16bulo izquierdo (I), el l16bulo caudado (CAU), el 16bulo
cuadrado (CUA) y el proceso papilar (PP). Las muestras se sometieron a digestién
acida en un sistema de microondas y los elementos traza se determinaron mediante
espectroscopia de masas con fuente de plasma acoplado (ICP-MS). La distribucion de
todos los elementos traza, excepto el cobalto y el zinc, varié significativamente en
todo el higado. En todos los casos, las concentraciones fueron mas altas en el 16bulo I
y mas bajas en CAU. Las variaciones en la distribucién entre las otras areas del higado
(ED, ID, CUA, PP) no fueron significativas. La distribucién de los elementos traza
puede estar relacionada con la perfusion sanguinea (oxigeno). Ademas, el contenido
de los elementos traza en el 16bulo CAU se correlacioné débilmente con el contenido
de los otros l6bulos, y la capacidad del l6bulo I para acumular altos niveles de
elementos traza solo se observaria en casos de niveles muy altos de exposicidn.
Teniendo en cuenta los hallazgos principales del estudio, una muestra Unica de
higado tomada de cualquier regiéon anatémica (excluyendo los 16bulos CAU y I) seria
adecuada para determinar el estado de los elementos traza del ganado vacuno.

Palabras Clave: elementos traza, 16bulos hepaticos, ganado vacuno, variabilidad de
muestreo

1. Introduccion

Los minerales traza son necesarios para el funcionamiento normal de casi todos los
procesos bioquimicos en el organismo (Suttle, 2010). Las deficiencias de los
elementos traza son frecuentes en todo el mundo y estan estrechamente relacionadas
con la mala salud y productividad de los animales; sin embargo, la exposicion
excesiva también tiene efectos perjudiciales para la salud y la produccién (Lépez-
Alonso, 2012). Ademas, las interacciones entre elementos traza, particularmente
cuando estan presentes en concentraciones altas o desequilibradas, determinan en
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gran medida las necesidades fisiolégicas y con frecuencia estan involucradas en la
patogénesis de numerosos trastornos en animales de granja (por ejemplo, la
interaccién entre cobre, azufre y molibdeno, o entre cobre, hierro y zinc en
rumiantes: Suttle, 2010). La determinacion del estado de los elementos traza es una
herramienta de diagndstico esencial cuando tenemos problemas en el rebafio
asociados con la disminucidn de la productividad, la baja fertilidad y alteraciones de
la inmunidad. Dentro de las muestras no invasivas, la medicion de las
concentraciones de los elementos traza en sangre (suero o plasma) puede
proporcionar informacién util sobre el estado de los elementos traza, aunque no sea
posible discriminar entre deficiente, adecuada o incluso excesiva exposicion a los
elementos traza en algunas circunstancias. Por ejemplo, en algunos animales las
concentraciones de cobre en suero o plasma pueden estar dentro del rango adecuado,
pero los niveles hepaticos pueden estar muy bajos (Herdt and Hoff, 2011). Del mismo
modo, la deficiencia de cobre puede ser diagnosticada en base a una baja
concentracion de cobre en suero y/o plasma y un estado téxico o cercano a tdxico se
puede observar tras una necropsia o biopsia hepatica (Blakley and Hamilton, 1985;
Lopez-Alonso et al, 2006). Ademas, las concentraciones de los elementos traza en la
sangre son generalmente de 1 a 100 veces mas bajas que en los tejidos
(particularmente del higado) y varian dentro de un estrecho rango (Herdt and Hoff,
2011), lo que puede hacer el diagnostico impreciso, particularmente en laboratorios
con poca experiencia en el analisis de elementos traza.

Dentro de los tejidos corporales, el higado es generalmente considerado el mejor
tejido para evaluar el estado de los elementos traza en el ganado vacuno porque es un
6rgano de almacenamiento para la mayoria de los elementos traza y ademas es de
facil muestreo (Suttle, 2010). Aunque la biopsia hepatica in vivo es un procedimiento
simple y con bajo riesgo, los ganaderos a menudo se muestran reacios a aceptar que
su ganado sea sometido a este procedimiento. Ademas, la cantidad de muestra
obtenida es pequeia y puede ser insuficiente y/o estar contaminada con sangre
(Braselton et al., 1997). Sin embargo, se considera que las muestras de higados post
mortem en el momento del sacrificio son muy utiles para el control del estado
mineral en el rebafio e incluso se ha propuesto para monitorear procesos desde el
punto de vista de la nutricién humana (por ejemplo, para monitorear la acumulacion
excesiva de cobre en el ganado vacuno: EFSA, 2016). Cuando se recogen muestras de
higado en el momento del sacrificio, es importante recordar que los elementos traza
no se distribuyen de forma homogénea en todo el d6rgano. Aunque los datos
disponibles en ganado son limitados (Braselton et al., 1995; Miranda et al., 2010), se
ha demostrado en humanos una distribucion heterogénea de los elementos traza en
el parénquima hepatico (Faa et al, 1987; Ambu et al., 1995; Liggi et al, 2013). Los
estudios recientes también indican posibles diferencias en el metabolismo de los
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elementos traza entre razas segin su aptitud, esto es las de tipo catabdlico o de
secrecion (tipico de las razas de ordefio) o las de tipo anabdlico o de acreciéon
(caracteristico de las razas de carne) (Bellmann et al., 2004; Pfuhl et al., 2007; Pereira
et al., 2018), lo que podria conducir a diferentes patrones en la distribucion hepatica
de los elementos traza. Esto afiade una mayor incertidumbre al analisis de las
concentraciones hepaticas de elementos traza.

Este estudio se realiz6 para establecer el patrén en la distribucion interlobular de los
elementos traza en el higado del ganado vacuno y que puede estar relacionado con el
metabolismo hepatico y/o puede variar entre las razas, dependiendo de su aptitud. El
objetivo general fue determinar qué area del higado seria la mas adecuada para
evaluar el estatus de elementos traza.

2. Material y métodos
2.1. Muestras de higado

Las muestras de higado se obtuvieron de terneros que pertenecian a un amplio
proyecto de evaluacion del estado de los elementos traza. Los terneros se criaron en
un cebadero comercial y recibieron una dieta tipica o estandar de cria de ganado
vacuno de carne. La dieta consistia en un concentrado a base de maiz, cebada y soja
con un suplemento o premix mineral estandar (en mg/ kg de concentrado Co: 0,40,
Cr: 291, Cu: 22,1, Fe: 163, Mn: 101, Mo: 1,12, Ni: 2,12, Se: 0,249, Zn: 102) y paja de
cebada (ca. 1kg/animal/dia). Mas informacion detallada sobre los animales y las
dietas aparece publicado previamente (Pereira et al., 2018).

Se recogieron muestras de higado de 30 terneros, machos, de 10 meses de edad en el
momento del sacrificio en un matadero comercial. De los 30 animales, 10 eran
Holstein-Friesian (HF), 10 Rubia Gallega (RG) y 10 cruces de ambas razas RGxHF. El
higado se extrajo de la canal inmediatamente después del sacrificio y se tomaron
muestras de aproximadamente 5 cm de largo x 3,5 cm de ancho x 3,5 cm de alto de 6
puntos del higado (grafico 1): caras interna y externa del 16bulo derecho (ID y ED,
respectivamente), el 16bulo izquierdo (I), 16bulo caudado (CAU), 16bulo cuadrado
(CUA) y del proceso papilar (PP). El l6bulo derecho externo ED es el l6bulo
generalmente muestreado en procedimientos de biopsia hepatica (Braselton et al,,
1997; Miranda et al., 2010).
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Cara externa o superficie parietal Cara interna o vista visceral

Grafico 1. Puntos de toma de muestras: l6bulos hepaticos. Cara externa: ED: 16bulo
derecho externo. Cara interna: ID: 16bulo derecho interno; CAU: 16bulo caudado; PP: proceso
o0 apofisis papilar; CUA: 16bulo cuadrado I: I6bulo izquierdo. 1: arteria hepatica; 2: vena porta;
3: conducto hepatico; 4: conducto colédoco; 5: conducto cistico. (Imagen modificada del

Popesko (1998). Atlas de anatomia topografica de los animales domésticos).

2.2. Preparacion y analisis de muestras

En el laboratorio, las muestras de higado se separaron del tejido conectivo y los vasos
sanguineos principales y luego se homogeneizaron. Las sub-muestras de
aproximadamente 2 gramos fueron digeridas en 5 mL de acido nitrico al 69% y 2 mL
de perdxido de hidrégeno 33% p/v en un sistema de digestidn por microondas
(Milestone, Ethos Plus). Las muestras digeridas fueron transferidas a tubos de
polipropileno y se diluyeron hasta 25 mL con agua ultra pura mili-Q. Las
concentraciones de los elementos traza (Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Se y Zn) se
determinaron mediante espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado
(ICP-MS). Se aplic6 un programa de control de calidad analitico durante todo el
estudio. Los valores los blancos se monitorearon a lo largo del analisis y se restaron
de las lecturas para el calculo de los valores finales. Los limites de la deteccion (LoD)
se calcularon como tres veces la desviacion estandar de los blancos. Ninguna muestra
estuvo por debajo del limite de deteccidn. La exactitud y precisién del método fue
determinada con material de referencia certificado (1577c Bovine Liver, National
Institute of Standards & Technology, USA). La recuperacién analitica fue de 103.7%
(Co), 96.2 (Cr), 99.2 (Cu), 99.1 (Fe), 100.3 (Mn), 100.6 (Mo), 11.9 (Ni), 98.4 (Se) y
100.2 (Zn).
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2.3. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron con SPSS para Windows (v. 21). La
normalidad de la distribucién de los datos se verific6 mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Para evaluar la influencia de los l6bulos hepaticos y la raza de
los animales sobre los niveles de elementos traza se realizé un modelo lineal general
(MLG). Para evaluar las diferencias en las concentraciones de elementos traza entre
los l6bulos hepaticos se realizaron las pruebas post hoc DHS Tukey. Las correlaciones
entre los elementos traza y los 16bulos hepaticos fueron evaluadas por el coeficiente
de correlacién de Pearson a un nivel de significacién de P <0.05.

3. Resultados y discusion

En la tabla 1 se presentan los resultados del modelo lineal general por el que se
evaluaron el efecto del 16bulo (ID, ED, I, CAU, CUA y PP) y de las razas (HF, RG, y RG x
HF) en la distribucién de los elementos traza en el higado. Tanto el 16bulo como la
raza son factores importantes en el andlisis para la mayoria de los elementos traza.
No se encontraron interacciones significativas entre el l6bulo y la raza para ningin
elemento traza, lo que indica que la distribucién de los elementos traza en el higado
es la misma en todas las razas de estudio (HF, RG, RG x HF), no habiendo diferencias
entre ellas. En consecuencia, en el presente articulo se presentan y analizan todo el
conjunto de animales (n=30), sin diferenciar por razas.

Tabla 1. Resumen del analisis del modelo lineal general de las concentraciones de
elementos traza en el higado, con la raza y 16bulo hepatico como factores principales.

raza l6bulo raza*l6bulo R2
Co F2,179= 7.511 FoAok F5,179= 0.403 F10,179= 1.207 0152
Cr F2,179=1.270 Fs179= 12.508 *** Fi0,179= 1.023 0.317
Cu F2,179= 12.324 *kk F5,179= 2.768 * F10,179= 0.134 0.197
Fe F2,179=0.736 Fs179= 3.732 ** F10,179= 0.391 0.129
Mn F2,179= 6.432 *k F5,179= 5165 *xk F10,179= 0.519 0.213
Mo  F2170=17.121 *** Fs179= 12.572 *** Fi0,179=0.216 0.380
Ni F2179=0.213 Fs179= 3,184 ** F10179= 0.756 0.191
Se  Fa179= 0.565 Fs170= 7.293 *** Fio170= 1.518 0.246
n F2,179= 4,774 *k F5,179= 0.719 F10,179= 0.028 0.077

* p<0.05; ** p<0.01 y *** p<0.001.
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En la figura 1 se presenta la distribucién de los elementos traza dentro de las
diferentes areas del higado muestreadas. En general, los niveles de los elementos
traza de todos los terneros incluidos en el estudio fueron adecuados (de acuerdo con
Puls, 1994; Herdt and Hoff, 2011), inicamente las concentraciones del cobre fueron
superiores a las adecuadas para el ganado vacuno. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la distribuciéon intrahepatica de todos los
elementos traza, excepto para el cobalto y el zinc. En todos los casos, las
concentraciones fueron mas altas en el 16bulo [ y mas bajas en el 16bulo CAU. Un
patrén similar ha sido anteriormente descrito para el cobre en bovinos que recibieron
una suplementacién alta de cobre (Miranda et al.,, 2010) y puede estar relacionado
con la proximidad del area del higado a los vasos centrales. La perfusion de oxigeno
puede ser mayor en las areas mas proximas a los vasos centrales (por ejemplo en el
l6bulo CAU) y aportar una mayor actividad metabodlica relacionada con Ia
incorporacion de los elementos traza en las enzimas para su exportacion a tejidos
(ceruloplasmina o ferritina, para el transporte de cobre y hierro, respectivamente) o
por la excrecién biliar. Por el contrario, la perfusion de oxigeno y la actividad
metabodlica puede ser mas baja en regiones mas alejadas de los vasos centrales (esto
es, lI6bulo I), lo que en consecuencia puede conducir a una mayor acumulacién de los
elementos traza.

Este patron de acumulaciéon de los elementos traza dentro del higado
(concentraciones mas altas en el 16bulo I), pueden ser particularmente importantes
en animales expuestos a concentraciones de elementos traza por encima de las
necesidades fisiologicas, en la que se mantiene la homeostasis de los elementos traza,
en gran medida, por la excrecion biliar (Gooneratne et al., 1989).

Una distribucién inter-lobular similar ha sido descrita en pacientes humanos con
acumulacion crénica de cobre (enfermedad de Wilson) y enfermedades de
acumulacién de hierro (Liggi et al., 2013; Ambu et al., 1995, respectivamente). En el
caso de nuestro estudio, como en las explotaciones intensivas en general (Lépez-
Alonso, 2012), los terneros recibieron un suplemento mineral por encima de las
necesidades fisiolégicas y por lo tanto, es posible que las concentraciones mas altas
de los elementos traza en el 16bulo izquierdo puedan representar “depdsitos” de los
elementos traza (por ejemplo, cobre y zinc unidos a metalotioneinas, Lopez-Alonso et
al,, 2005).
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Figura 1. Concentraciéon de elementos traza en los l6bulos del higado (I: 16bulo
izquierdo, ID: 16bulo derecho interno, ED: 16bulo derecho externo, PP: proceso papilar, CUA:
16bulo cuadrado, CAU: 16bulo caudado). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas entre los l6bulos para P <0.05. wt.t.: peso humedo.
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Si nuestra hipétesis fuera cierta, probablemente se observen diferencias mas débiles
o nulas entre el 16bulo izquierdo y otras areas del higado en animales con un bajo
nivel de exposicion a elementos traza. De hecho, Braselton et al. (1995) observaron
concentraciones mas bajas de cobre y hierro en el I6bulo izquierdo que en los otros
l6bulos hepaticos en ganado vacuno con niveles bajos de elementos traza.

Para entender mejor la mayor acumulaciéon de los elementos traza en el 16bulo
izquierdo en el ganado vacuno en nuestro estudio, se evalué la proporcién (en %) de
las concentraciones de elementos traza en los diferentes 16bulos hepaticos en relacion
con el l6bulo izquierdo (eje Y) en relacion a las concentraciones de elementos traza
en el l6bulo izquierdo (eje X) (figura 2). En general, los puntos por encima/por
debajo del 100% indican concentraciones de elementos traza superiores/inferiores
(respectivamente) en cada l6bulo en relacion con el 16bulo izquierdo. Para la mayoria
de los elementos traza, una gran proporcion de la nube de puntos estaba por encima
del 100% en los terneros que mostraron las menores concentraciones de elementos
traza en el l16bulo izquierdo, pero disminuy6 gradualmente a medida que aumentaban
las concentraciones de elementos traza en el 16bulo izquierdo.

Para aquellos elementos traza suministrados en concentraciones mas altas en el
suplemento mineral del alimento concentrado en relaciéon con las necesidades
fisiologicas (cobre, manganeso y zinc), la mayor parte de la nube de puntos estaban
por debajo del 100% del rango de concentraciones en el l6bulo izquierdo. Estos
resultados sugieren ademas que la capacidad de almacenamiento del 16bulo izquierdo
es mayor y/o comienza antes que el resto de las areas del higado, lo que hace que el
l6bulo izquierdo sea la muestra menos apropiada para evaluar el estatus de los
elementos traza. Por el contrario, la mayor capacidad de almacenamiento del 16bulo
izquierdo seria interesante para biomonitorizar en casos de una acumulacién
excesiva en el higado de un elemento traza que pueda tener consecuencias negativas
para la salud animal o del consumidor (por ejemplo, para controlar la acumulacién
crénica de cobre en el ganado vacuno).
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Figura 2. Grafico mostrando la proporciéon (en %) de las concentraciones de los

elementos traza en los diferentes ldbulos hepaticos en relacion con el
izquierdo (eje Y) contra las concentraciéon de los elemento traza en el

16bulo
16bulo

izquierdo (eje X). (A: proceso papilar, o: 16bulo caudado, e: 16bulo cuadrado, +: l6bulo

derecho externo, *: 16bulo derecho interno).
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proceso papilar,

Tabla 2. Correlaciones de Pearson entre los 16bulos hepaticos (PP

CAU: 16bulo caudado, CUA: 16bulo cuadrado, ED: 16bulo derecho externo, ID: 16bulo derecho

16bulo izquierdo). *p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001.

interno, I

#+x8L6°0 2000~ 9L7°0 xxVELQ «6€80 «8C80 «0¥60 L0Z°0 «6959°0 [sadl
#+x696'0 S20°0 0€0°0- *xxE€18°0 w1980 w0¥L0 w6160 Sero «L85°0 [sadd
#xx1L60 ¥87°0 9210 xxxL9L°0 9180 9880 w1260 902°0 «68¥%'0 arsaad
#+x896'0 6800 1120 x99V L0 wL060 w7180 «0€60 69€°0 970 [sAvVND
#x696'0 TLT'0- 2020 +x789°0 w1280 w69L°0 w3160 0¢1'0- «895°0 arsavnd
*++856°0 6610~ 6110 91270 w3480 w18L°0 680 Ze0o €5€0 agsavnd
#9160 0S0°0- LYE0 6570 «88€°0 «£09°0 «9CL0 LZ1'0 «6€9°0 [SANVD
#9060 861°0 S1Z0 *#x9L9°0 «66%'0 w650 wELL0 LOT°0 «99%°0 arsanvd

«E16°0 L02¥°0 «89€°0 «CL90 F17°0 8090 «L18°0 «C8¥'0 €€€0 agsanvod
xxxC68°0 LST0 Y110 6L%°0 LLEQ «0€90 «V9L0 9510 €270 vNdsANv)
#+xGL6'0 691°0- 2T 0- +x89L°0 880 w1290 «1€6°0 2020 «C6¥'0 [sadd
#xx0L6'0 6€20 0100 xxxE9L°0 «0€80 xx718°0 39060 910~ «899°0 arsadd
xxxEL6°0 7900’ LIT0 +#x698°0 w1780 w0640 «0€60 S61°0 xxx819°0 aigsadd
xxx0L£6°0 YL 190°0 #x5L9°0 wVE€80 wL19°0 w3260 090 0T€0 vN) sadd
*xx1C6°0 £92°0 6000~ *xxCV9°0 SYY'0 «CCY'0 wELL0 0900 07€0 NV sadd

uz aS IN O U o no 1D 0)

87



Diego Luna Narvdez

La figura 2 también permite evaluar la variabilidad en la acumulacion de los
elementos traza dentro del higado en relacion con el 16bulo izquierdo. La variabilidad
en general fue inferior al 50% (la mayoria de las muestras se encuentran entre el 75-
125% de las del 16bulo I) para la mayoria de los elementos traza presentes en
concentraciones de mg/kg de peso humedo en el higado (cobre, hierro, manganeso,
molibdeno y zinc), excepto el selenio. Para aquellos elementos que presentan
concentraciones bajas (cobalto, cromo, y niquel), en rango de microgramos (ug/kg,
peso himedo), el nivel de variabilidad fue mayor (hasta 300% para niquel), con una
tendencia hacia concentraciones mas altas en el l6bulo izquierdo a mayor nivel de
acumulacion de elementos traza.

Las correlaciones entre las concentraciones de los elementos traza dentro de los
diferentes l6bulos hepaticos se muestran en la tabla 2. Para los principales elementos
traza, las correlaciones fueron generalmente muy altas y similares entre todos los
16bulos, hepaticos, con la excepcién del 16bulo CAU (Cu> 0.915; Zn> 0.906; Mn> 0.816;
Mo> 0.675; Fe> 0.617 para P <0.001 en todos los casos). Estos resultados sugieren
nuevamente una mayor actividad metabdlica del 16bulo caudado para enviar los
elementos traza a los tejidos (es decir, ceruploplasmina o ferritina) y/o a la excrecién
biliar. Por otra parte, de nuevo, la inica excepcion fue el selenio, para el cual no hubo
asociaciones significativas entre los lobulos. Las razones por las que el selenio
presenta esta distribucién diferente en comparaciéon con los principales elementos
traza (cobre, hierro, manganeso, molibdeno y zinc) no se conocen y necesitarian ser
investigados en el futuro. Para los elementos traza presentes en bajas
concentraciones (cobalto, cromo y niquel) las correlaciones entre los l6bulos fueron
muy débiles (P <0.01). En conjunto, estos hallazgos indican que el patrén de
distribucién de los principales elementos traza (excepto el selenio) a través del
higado fue muy similar en los animales de este estudio y por consiguiente, el andlisis
de una sola muestra de cualquiera de estos l6bulos (exceptuando el 16bulo CAU) seria
representativa de todo el 6rgano.

4. Conclusiones

Una Unica muestra del higado de la misma region anatémica (excluyendo los l6bulos
caudado e izquierdo) seria adecuada para determinar el estatus de los elementos
traza en el ganado vacuno. Esta propuesta se basa en los principales resultados del
estudio, en los cuales: (1) los elementos traza se distribuyeron de manera desigual en
los diferentes l6bulos hepaticos; (2) el 16bulo izquierdo parece tener una mayor
capacidad de almacenamiento de elementos traza (lo que podria ser mas importante
con niveles altos de exposicion); y (3) las concentraciones de los principales
elementos traza estdn altamente correlacionadas entre los diferentes lobulos
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hepaticos (excepto para el I6bulo caudado y para el selenio). El 16bulo izquierdo es un
buen punto de muestreo en casos de riesgo de acumulacion hepatica de altos niveles
de elementos traza, como por ejemplo en casos de riesgo de toxicidad crénica por
cobre.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Desarrollamos un procedimiento simple de tratamiento para muestras de
suero bovino para la determinacién de minerales mediante ICP-MS basada en
una digestion acida simple (DAS) con un solo acido. La novedosa metodologia
es muy simple y facil de replicar, requiere una pequefia cantidad de muestra,
produce soluciones limpias y sin particulas, ademds permite el
almacenamiento a largo plazo a temperatura ambiente. El método de
preparacion de muestras propuesto permite una determinacion mas exacta y
precisa de la mayoria de los elementos traza, téxicos y esenciales en
comparacion con el método de digestion alcalina cominmente utilizado. En
particular, el procedimiento DAS recientemente desarrollado mejor6 en gran
medida la exactitud de la determinacién para selenio y produjo un aumento
significativo en la precision de la determinacion de los elementos presentes en
niveles de ultra-traza.

Nuestros resultados indican que tanto las muestras de plasma como de suero
sanguineo parecen ser adecuadas e intercambiables para la determinacién de
la mayoria de los elementos esenciales y toxicos en ganado vacuno. Las Unicas
excepciones parecen ser cobre y selenio, para los cuales se encontraron
niveles significativamente mas bajos en suero que en plasma; a pesar de que
este hallazgo estd bien descrito para cobre en los rumiantes bévidos, merece
una investigacion adicional en el caso del selenio en otras especies animales.
Finalmente sefnalar que se debe prestar especial atencion a la hora de obtener
y procesar las muestras de sangre para evitar la hemolisis (particularmente en
el caso del suero) ya que conduce a una sobreestimacion de los elementos que
se encuentran en concentraciones altas en el interior de los eritrocitos (hierro,
manganeso o zinc).

Una dnica muestra del higado de la misma regién anatémica (excluyendo los
l6bulos caudado e izquierdo) seria adecuada para determinar el estatus de los
elementos traza en el ganado vacuno. Esta propuesta se basa en los principales
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resultados del estudio, en los cuales: (1) los elementos traza se distribuyeron
de manera desigual en los diferentes l6bulos hepaticos; (2) el 16bulo izquierdo
parece tener una mayor capacidad de almacenamiento de elementos traza (lo
que podria ser mas importante con niveles altos de exposicion); y (3) las
concentraciones de los principales elementos traza estan altamente
correlacionadas entre los diferentes l6bulos hepaticos (excepto para el l6bulo
caudado y para el selenio). El l16bulo izquierdo es un buen punto de muestreo
en casos de riesgo de acumulacién hepatica de altos niveles de elementos
traza, como por ejemplo en casos de riesgo de toxicidad crénica por cobre.
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Anexos

ANEXOS

En este apartado se engloban las publicaciones a las que dio lugar la investigacién
llevada a cabo durante la realizaciéon de esta Tesis Doctoral. Se desarrollaron dos
articulos en muestras sanguineas, uno de ellos en los que se propone el método de
preparacion de las muestras de suero (articulo 1 de este anexo), publicado en 2019
en la revista Plos One; y otro en el que se evaliian las diferencias entre el analisis a
partir de suero o plasma (articulo 2 de este anexo), que actualmente esta en fase de
revisiéon en la revista Animals. Por ultimo, teniendo en cuenta que el higado es un
organo clave en el metabolismo y acumulacion de la mayoria de los elementos
esenciales y toxicos, nos planteamos evaluar si la distribucion a lo largo del 6rgano es
o no homogénea, de cara a establecer el punto 6ptimo de muestreo (articulo 3 de este
anexo), publicado en 2019 en la revista Journal of Trace Elements in Medicine and
Biology.
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Luna D, Miranda M, Minervino AHH, Pifieiro V, Herrero-Latorre C, Lépez-Alonso M.
2019. Validation of a simple sample preparation method for multielement analysis
of bovine serum. PLoS One. Feb 5;14(2):e0211859. doi:
10.1371/journal.pone.0211859.
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Los minerales traza son necesarios para el funcionamiento
fisiolégico del organismo. La determinacién de los elementos
traza es esencial, dentro de las muestras no invasivas, la medicién
de los elementos traza en sangre (suero o plasma) puede
proporcionar informacién qtil, si bien el higado se considera el
mejor tejido porque es un érgano de almacenamiento para la
mayoria de los elementos. En este estudio desarrollamos un
procedimiento de digestidén dcida simple de muestras de suero

bovino para analisis de elementos traza por [CP-MS y evaluamos

la distribucién intrahepdtica de los elementos traza con el objetivo
de mejorar el diagnéstico del estatus micromineral en animales.
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