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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar la variacion en la concentracion de
cobre, hierro y molibdeno en las dietas seleccionadas por alpacas en dos épocas
distintas y de cobre en suero sanguineo de las mismas en distintos estados fisiolégicos.
Ademas, se evalud si existe alguna relacion entre la concentracion de cobre en suero
sanguineo entre la madre y su cria. La investigacion consto en dos experimentos: El
primero se realizo en tres localidades: San Pedro de Racco (Pasco), Pachacayo (Junin)
y Chuquibambilla (Puno), en los cuales se recolectd muestras de pastos durante la
época seca y humeda; mientras que el segundo se realiz6 en Ocuviri (Puno), donde se
sacaron muestras de pastos y a su vez muestras de sangre de alpacas hembras con sus
respectivas crias en tres diferentes estados fisioldgicos (preparto, lactacion temprana
y tardia). Los resultados obtenidos indican que existe una variacion de Cu y Mo en
las dietas seleccionadas por alpacas entre las epocas seca y humeda, obteniéndose
concentraciones superiores durante la época hiumeda (P < 0.05), mientras que no se
encontré diferencia estadistica en la concentracion de Fe durante ambas épocas (P >
0.05). No se encontrd diferencia estadistica al comparar los niveles de cobre en suero
sanguineo en los estados fisiologicos de preparto (0.370%), lactacion temprana (0.398%)
y lactacion tardia (0.404%), siendo estos niveles marginales. Por otro lado, se encontr
que las madres (0.398%) poseen una mayor concentracion de cobre en suero sanguineo
en comparacion con sus crias (0.287°) durante la lactacion temprana (no se encontrd
relacién en el nivel de cobre en suero sanguineo entre las alpacas madre y sus crias

durante la lactacién).

Palabras Clave: alpacas, suero sanguineo, cobre, dietas seleccionadas



ABSTRACT

The objective of this research was to determine the variation in the concentration of
copper, iron and molybdenum in diets selected by alpacas at two different times and
serum copper concentration of alpacas in different physiological states. In addition, it
was evaluated if there is any relationship between the serum copper concentration
between the mother and her calf. The research consisted of two experiments: The first
was carried out in three locations: San Pedro de Racco (Pasco), Pachacayo (Junin)
and Chuquibambilla (Puno), in which grass samples were collected during the dry and
wet season; the second one was carried out in Ocuviri (Puno), where pasture samples
were taken, and blood samples were taken from female alpacas with their respective
calves in three different physiological states (prepartum, early and late lactation). The
results obtained indicate that there was a variation of Cu and Mo between the dry and
wet seasons in diets selected by alpacas, obtaining higher concentrations during the
wet season (P < 0.05), while no statistical difference was found in Fe concentration
during both seasons (P > 0.05). No statistical difference was found when comparing
serum copper concentration in the physiological stages of prepartum (0.370%), early
lactation (0.398%) and late lactation (0.404%), being marginal levels. On the other hand,
mothers (0.398%) had a higher serum copper concentration compared to their calves
(0.287) during the early lactation (no relationship was found in the serum copper

concentration between mother alpacas and their calves during lactation).

Key Words: alpacas, blood serum, copper, diets selected



l. INTRODUCCION

Existen investigaciones en afios anteriores acerca de la concentracion mineral de pastos
naturales en Per( (Echevarria et al. 1970; Kalinowski 1970; Gémez 1984), donde se observo
que existe una deficiencia de cobre o cantidades altas de sus antagonistas. La concentracion
mineral puede variar por diversos factores como cambios en la composicion floristica de los
campos, condiciones de pastizal, efectos del cambio climatico, entre otros (McDowell 2003).
Es por ello que es importante conocer si existe alguna variacion en la concentracion de cobre
en los pastos naturales pertenecientes a la zona altoandina entre dos épocas marcadas del
afio como la época seca y humeda, la cual pueda afectar el estatus de cobre de alpacas que

son criadas bajo estas condiciones.

Realizar ensayos sobre el estatus de cobre en alpacas permitira avanzar en el ajuste de los
requerimientos de este mineral para su posible incorporacion en la dieta, ya que los
requerimientos minerales para esta especie no se han definido con exactitud hasta el
momento. Sin embargo, existen estudios anteriores donde se indican valores referenciales
en los cuales las alpacas no muestran algun signo clinico (Kamphues et al. 1999; Hoffman
2006; Van Saun y Herdt 2014). En el caso particular del andlisis cobre en dietas
seleccionadas por alpacas, es necesario la determinacion de otros minerales, como el
molibdeno y el hierro, ya que estos pueden interaccionar con el cobre, disminuyendo asi su

absorcion o disponibilidad en el organismo (Mills 1983).

El objetivo de esta investigacion fue contribuir al conocimiento en la nutricion de cobre en
alpacas mediante la valoracién de su estatus en este mineral. Esto fue llevado a cabo
mediante la evaluacion de la concentracion y variacion del cobre en dietas seleccionadas por
alpacas durante las épocas seca y humeda. A su vez, se realizd la valoracion de las
concentraciones de cobre en suero sanguineo de alpacas y sus respectivas crias en tres

diferentes estados fisioldgicos.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DEL COBRE EN LA NUTRICION ANIMAL

- Produccion de Energia

La enzima citocromo C oxidasa es una enzima dependiente de cobre (Cu) y esta ubicada en
el complejo 1V de la cadena transportadora de electrones, donde cumple un rol fundamental
en la formacion de ATP (Pecina et al. 2004). Esta enzima cataliza la reduccion del oxigeno
molecular (O2) a agua (H20) y genera un gradiente eléctrico usado por la mitocondria para
la generacion de ATP (Uauy et al. 1998).

- Oxidacion del hierro

El Cu, al formar parte de cupro-proteinas como la ceruloplasmina (unida a la membrana
celular), zyklopen (intestinos) o hephaestin (placenta), cumple un rol importante en el
metabolismo del hierro, permitiendo la oxidacion de Fe*? a Fe*3, facilitando su transporte y
absorcion (Vashchenko y MacGillivray 2013). Trabajos en ratones, los cuales no tenian la
capacidad de sintetizar ceruloplasmina, tuvieron un metabolismo normal de cobre, pero una
acumulacién anormal de hierro en el higado (Harris et al. 1999; Meyer et al. 2001). Algunos
estudios han demostrado que ciertos individuos, los cuales necesitan ceruloplasmina,
muestran una sobrecarga de hierro en el higado, cerebro y la retina (Thackeray 2011; Kono
2012). Ademas, la actividad ferroxidasa de la ceruloplasmina previene que los iones libres
de hierro (Fe?*) participen en reacciones potencialmente dafiinas, cuyo resultado final es la
producciodn de radicales libres (Johnson et al. 1992). Sin embargo, la suplementacion oral de
cobre restaura los niveles adecuados de ceruloplasminay por lo tanto la actividad ferroxidasa
en el plasma, corrigiendo algln tipo de desorden en el metabolismo del hierro en un

individuo con deficiencia de cobre (Videt-Gibou et al. 2009).



- Formacién de tejido conectivo

El Cu es necesario para la formacion de tejido conectivo (hueso, corazon, musculo y vasos
sanguineos) (Shils et al. 2006). Este proceso se lleva a cabo mediante una enzima
dependiente de Cu llamada lisil oxidasa, la cual es fundamental para el entrecruzamiento del
colageno y la elastina, ayudando a mantener la integridad del tejido conectivo y la formacién
0sea (Vashchenko y MacGillivray 2013).

- Funcidén antioxidante

La enzima dependiente de Cu superdxido dismutasa, se encargada de disminuir el dafio
causado por radicales libres debido al estrés oxidativo presente en la célula (Elchuri et al.
2005), asi como regular la expresion de algunos genes (Meyer et al. 2001). Esta enzima
funciona como antioxidante al catalizar la conversion de radicales superdxidos a peroxidos
de hidrégeno, para que estos puedan ser reducidos a agua con la ayuda de otras enzimas
(Johnson et al. 1992). Existen dos formas de superdxido dismutasa: Una que se encuentra
en la mayoria de las células del cuerpo, incluyendo eritrocitos (puede usar al zinc como
cofactor) y otro tipo especifica de cobre, la cual se encuentra en altos niveles en pulmones,

pero en bajos niveles en el plasma sanguineo (Shils et al. 2006).

- Funcion inmunoldgica

Los neutrdfilos son uno de los componentes de la respuesta innata mayor estudiada en
rumiantes con deficiencia de Cu, ya que su funcién se ve deteriorada incluso antes de la
presencia de algun signo clinico (Mills 1987). Boyne y Arthur (1986) encontraron que los
neutrofilos en vaquillas con deficiencia de Cu inducida por Mo o Fe en sus dietas mostraron
una fagocitosis alterada de Candida albicans, el cual es un hongo que causa infecciones a
nivel de intestino delgado (Hooper et al. 2009). Por otro lado, Olkowski et al. (1990)
encontraron que la capacidad de los neutrofilos para fagocitar Candida albicans disminuyo

en las ovejas con dietas deficientes en Cu.



Las citosinas, como el factor de necrosis tumoral e interleucinas son mediadores solubles
que contribuyen a iniciar y regular la respuesta inmune (Akira et al. 1990), estas tienen un
efecto endocrino que explica a detalle los signos sistémicos de inflamacion, definidos como
la respuesta de fase aguda (Ringler 1996). Los terneros con un estatus de Cu deficiente
tendieron a tener concentraciones mas bajas de factor de necrosis tumoral (TNF) en plasma
que los terneros con un estatus normal de Cu (Gengelbach et al. 1997). Las células
mononucleares aisladas de novillas con deficiencia de Cu tendieron a producir menos
interleucina-2 (IL-2) in vitro que las células de novillas suplementadas con Cu, sin embargo,
la suplementacion de Cu revirtio estas tendencias (Torre et al. 1995). Por otro lado, la
produccion de interleucina-1 (IL-1) no se vio afectada por el estado de Cu en terneros
(Gengelbach y Spears 1998).

Las NK o celulas asesinas naturales son una poblacion de linfocitos granulares cuya funcion
es matar las células objetivo que muestran una expresion disminuida de los complejos de
péptidos o células recubiertas con moléculas especificas de inmunoglobulina G (Bonham et
al. 2002). Un estudio llevado por Koller et al. (1987) compararon la actividad citotdxica de
las células NK aisladas de bazos de ratas, donde se usaron animales control con niveles
adecuados y otros deficientes en Cu, mostrando que las ratas control tuvieron cinco a siete

veces mas efectividad de respuesta de las células NK que las ratas con deficiencia de Cu.

- Sintesis de neurotransmisores

El cobre es un importante cofactor enzimatico para la formacion del sistema nervioso central
y sintesis de neurotransmisores (Shils et al. 2006). Por ejemplo: La dopamina f hidroxilasa
cataliza la conversién de la dopamina para el neurotransmisor norepinefrina, mientras que
la envoltura de la mielina esta constituida de fosfolipidos, cuyas sintesis son dependientes

de la correcta funcion de la enzima citocromo c¢ oxidasa (O'Dell y Sunde 1997).

- Formacioén de la melanina

Una cupro-enzima llamada tirosinasa, es necesaria para la formacion del pigmento melanina.
La melanina se forma en células llamadas melanocitos y juega un rol fundamental en la

pigmentacion del cabello, la piel y los ojos (Shils et al. 2006).



2.2 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE COBRE

Los requerimientos de Cu en alpacas pueden ser divididos en dos grupos: Requerimientos
de mantenimiento, los cuales sirven para compensar las pérdidas enddgenas y otros
considerados para la produccién (crecimiento, gestacion o lactancia). Estos requerimientos
indican la cantidad de Cu que el animal debe obtener a partir de la dieta, siendo estos
superiores a la capacidad de absorcion de este mineral por parte del animal, conocidos
también como requerimiento bruto (Rosa y Mattioli 2002).

Al respecto, Suttle (1983) estimé que, en pequefios rumiantes en crecimiento, las dietas que
se ofrecen deben contener entre 6,2 'y 7,5 ppm de Cu (dieta en base seca), segun la edad y el
ritmo de crecimiento. Por otro lado, Mills et al. (1976) requirieron aumentar la concentracion
de Cu en la dieta para evitar signos clinicos de hipocuprosis en animales en crecimiento,
siendo estos de 8 a 15 ppm (base seca). En animales adultos, los requerimientos aumentan
durante la etapa gestacion y no tanto en la lactancia, debido a la baja concentracion de Cu
en la leche (Gooneratne et al. 1989). El National Research Council (NRC) (1984)
recomienda una concentracion de Cu en la dieta de 8 ppm (dieta en base seca) para todas las

categorias de bovinos de carne.

Los requerimientos de Cu en alpacas no han sido reportados con exactitud, sin embargo, Van
Saun (2009), divide los requerimientos de cobre para alpacas a partir de la extrapolacion de
otros rumiantes en etapas tales como: Crecimiento y mantenimiento de 8 a 12 ppm y durante
la etapa de prefiez y lactacion de 9 a 12 ppm de Cu (dieta en base seca). Ademas, Kamphues
et al. (1999) recomiendan 8 ppm de Cu, mientras que Hoffman (2006) recomienda valores

superiores a 11 ppm de Cu de materia seca en dietas para alpacas por dia.

Al establecer la afinidad entre el pasto y el animal, deben tomarse en cuenta la concentracion
de otros minerales que pueden interaccionar con el Cu y alterar su disponibilidad en funcién
a los requerimientos del animal (Suttle 1983). Ademas de las diferencias en la concentracion
mineral de diversas especies que se pueden encontrar en las zonas de pastoreo, estado
fenolégico o maduracion de la planta (Fleming 1973), la variacion estacional (Thornton et
al. 1972) y la posible contaminacion con la tierra (Appleton 1992). No se ha reportado
informacion relevante a los factores mencionados en trabajos realizados en Perd, sin

embargo, este relevamiento en forrajes ha permitido caracterizar la deficiencia de Cu en



areas extensas de paises como Guatemala (Tejada et al. 1985), Canadé (Boila et al. 1987) y
la Argentina (Mattioli et al. 1996; Balbuena et al. 1989).

23 METABOLISMO DEL COBRE

2.3.1 Absorcion del cobre

Los rumiantes tienen un menor porcentaje de absorcién de Cu proveniente de la dieta a
comparacion de los monogastricos (30-50%) (Rosa y Mattioli 2002). Esto puede deberse al
ambiente reductor del rumen, el cual transforma al Cu*? a Cu*, siendo este Gltimo mas dificil
de absorber (Nederbragt 1984) y por la accion de sulfuros que capturan al Cu, formando
Cus, el cual es altamente insoluble, evitando asi su absorcién (Suttle 1974). En vacunos de
la raza Holstein durante la lactacion, la absorcion estimada de Cu es aproximadamente de
5.1+ 1,5 % (Buckley 1991), sin embargo, la absorcion varia en funcion de la raza (Ward et
al. 1995), forma quimica del Cu (Kegley y Spears 1994) y la presencia de ciertos factores
de interferencia con otros minerales (Mills 1983).

El Cu ingresa a través del ribete en el cepillo del enterocito, el cual lo deposita uniéndolo a
la metalotioneina (MT), la cual es una proteina con aproximadamente 25-30 % de cisteina
en sus grupos sulfhidrilos (-SH2) (Cousin 1985). La mayor estimulacion en cuanto a la
produccion del MT en el enterocito la realiza el Zn, sin embargo, esta enzima tiene una
mayor afinidad por el Cu, quedando libre para estimular la sintesis de nueva MT (Cousin
1985). En el duodeno, la MT tendria dos funciones primordiales, por un lado, seria
responsable de la captacidn y almacenaje temporario del Cu hasta su absorcion, y por otro
lado representa un mecanismo de defensa el cual evita la captacion de cantidades excesivas

de Cu u otros metales (Fuentealba y Bratton 1994).

Dietas altas en hierro pueden reducir la absorcidon del cobre, debido a que existe una
competencia por el tipo de transportador a nivel de intestino delgado (Transportador de metal
divalente 1 o0 DMT1) (Arredondo et al. 2006). Por otro lado, altas ingestas de zinc por
extensos periodos de tiempo pueden causar una deficiencia de cobre, debido a que esto
incrementa la sintesis de una proteina celular llamada metalotioneina (Cousin 1985). Esta

proteina tiene la capacidad de capturar metales y ademas tiene una mayor afinidad al cobre



que al zinc, por esta razon es que al tener altos niveles de metalotioneina inducidos por un
exceso de zinc, ocasionan una reduccién en cuanto a la absorcion normal del cobre (Roberts
y Schilsky 2008). Ademas, el molibdeno junto al azufre tiene la capacidad de formar por
accion microbiana al interior del organismo de rumiantes un complejo Ilamado
Tiomolibdato, el cual puede capturar al cobre formando Tiomolibdato de cobre, resultando
de una disponibilidad reducida de estos minerales (Laven y Livesey 2005). Experimentos
demostraron que ovejas suplementadas con molibdeno y sulfato disminuian la concentracién
de cobre en el higado, haciendo que esta se elevara en sangre debido a la movilizacion de
las reservas (Dick 1956).

2.3.2 Almacenamiento del cobre

Una vez que el Cu ingresa al torrente sanguineo, este se une principalmente a la aloimina y
secundariamente a aminoé&cidos libres, ambas fracciones son denominadas cobre de reaccion
directa (CRD) debido a que reaccionan con el dietilditiocarbamato sin acidificacion previa,
incorporando el Cu facilmente al tejido hepatico (Evans y Wiederanders 1967). El higado es
el principal 6rgano donde se deposita de Cu en el organismo, y este cumple un rol importante
en su metabolismo (Gooneratne et al. 1989). E1 92,5 £ 5 % del CRD es captado por el higado,
mientras que resto se distribuye por otros tejidos (2,9 + 0,8 %), leche (4,5 £ 3,5 %) y orina
(1,5 £ 0,3 %) (Buckley 1991). Una vez que el Cu es incorporado al hepatocito, este se
almacena unido a la MT en los lisosomas, para ser utilizado en la sintesis de ceruloplasmina,
previa degradacion lisosomal o por intercambio mediado por glutation (GSH). La
ceruloplasmina sintetizada en el higado se libera hacia el plasma, donde representa entre el
70 a 95 % del Cu sérico y es la principal fuente de Cu para los tejidos (Cousin 1985). Estudios
realizados en bovinos indican que el 24 % del Cu presente en leche provenia directamente

del Cu absorbido en el aparato digestivo (Buckley 1991).

2.3.3 Excrecion del cobre

La principal via de excrecion del Cu absorbido es la bilis, donde los lisosomas serian los
encargados de captar al Cu y removerlo hacia a la bilis posiblemente por un mecanismo de
exocitosis (Nederbrag et al. 1984). Buckley (1991) report6 una pérdida diaria de Cu por bilis
del 0,87 % del Cu hepatico en bovinos en lactacion, obteniendo valores similares reportados

por Charmley et al. (1982) en novillos. La propia bilis limita la reabsorcion del Cu por lo



que la mayor parte de éste sigue su camino por el tracto digestivo y se pierde por las heces
(Cousin 1985).

Durante la gestacion en bovinos, la madre confiere al higado fetal una gran cantidad de Cu,
de modo que al nacer el ternero posee una concentracion hepética hasta 300 ppm mayor a la
de su madre (base seca) (Gooneratne y Christensen 1989). La concentracion hepética de Cu
en el feto depende del periodo de gestacion (creciendo en forma exponencial) y de la
concentracion hepatica de la madre, ya que cuando esta es menor a 25 ppm (materia seca) el
deposito hepatico fetal se reduce (Gooneratne y Christensen 1989). La transferencia de Cu
hacia el feto es probablemente una adaptacion fisiologica para compensar la baja
concentracion de Cu en la leche, ya que esta posee alrededor de 0.15 ppm de Cu (Underwood
y Suttle 1999) y puede ser menor en estados de deficiencia. Sin embargo, la concentracion
no se incrementa mas alld del rango normal al aumentar el aporte de Cu en la dieta
(Underwood 1981). Buckley (1991) registro una pérdida via urinaria de 0,24 mg por dia en
bovinos que absorben 11,8 mg de Cu. Ward et al. (1995) informan que la perdida de Cu por
esta via representa alrededor del 1 % de Cu ingerido.

2.4  DIAGNOSTICO DE LA DEFICIENCIA Y EXCESO DE COBRE DIETARIO

2.4.1 Diagndstico, caracterizacion y signos de hipocuprosis

La composicion mineral del suelo puede ser un indicador razonablemente exacto de
deficiencias potenciales en los animales (Appleton 1992). Boila et al. (1984) asociaron un
area de mayor incidencia de hipocuprosis (bajo contenido de Cu en un organismo) con
formaciones geoldgicas ricas en Mo. Sin embargo, existe una gran cantidad de factores que
afectan la disponibilidad del mineral en el suelo, como, por ejemplo: El pH, grado de drenaje
y materia organica, sumadas a las limitadas metodologicas para estimarla, hacen que la
correlacion entre la concentracién mineral entre suelo y pasto sea limitada (Tejada et al.
1985).

Usualmente, los sedimentos de los cursos de agua son un reflejo de la composicién mineral
de los suelos donde son drenados, representando un método apropiado para obtener
informacion de zonas relevantes a bajo costo (Appleton 1992). En el Reino Unido, Thornton

et al. (1966) relacionaron las areas con excesivo, moderado y bajo Mo en los sedimentos con



los niveles de cupremia en ganado, obteniendo una clara correlacion negativa entre ambos
parametros. Esta metodologia es més Util en los paises, en los cuales la produccién ganadera
se basa en el pastoreo extensivo, con bajo o nulo nivel de fertilizacion y contaminacion
(Appleton 1992). Se tienen resultados obtenidos con esta técnica en 8 paises en desarrollo,
los cuales fueron recopilados por el Centro de Medicina Veterinaria Tropical de Inglaterra
(1992).

La hipocuprosis tiene incidencia geografica debido a que el medio ambiente provoca el
desequilibrio en la nutricién del animal, caracterizandose por la asociacién entre el suelo, el
pasto y el animal (Boila et al. 1984). La caracterizacién de la hipocuprosis en una zona
especifica permite definir el desbalance de algun mineral especifico en tiempo real, ademéas
permite ajustar las medidas de control deseables e incluso alertar sobre una posible
ocurrencia de enfermedades subclinicas (Thornton 1983; Appleton 1992). Hasta el
momento, no se ha identificado un parametro preciso que indique el momento exacto en que
las alpacas comienzan a sufrir las alteraciones clinicas o subclinicas de la hipocuprosis. Por
ello se emplean las concentraciones de Cu en higado, suero o en plasma como indicadores
indirectos y la actividad de algunas enzimas cupro-dependientes como indicadores directos

del desbalance de este mineral (Suttle 1986).

La concentracion hepatica de Cu es el primer parametro afectado, donde la concentracion
normal es de 100 a 400 ppm (base seca) y guarda una relacion lineal con la absorcion
intestinal cuando la dieta cubre los requerimientos (Underwood 1981; Suttle 1983,
Underwood y Suttle 1999). Estos valores de Cu hepatico muestran un buen indicador de
depdsito, pero una pobre sensibilidad como indicador de deficiencia (Suttle 1986). Esto
puede observarse en las diferentes concentraciones hepaticas sugeridas como indicadores de
pérdidas productivas. Ammerman (1970) sostiene que los signos clinicos de hipocuprosis en
bovinos son concurrentes al tener concentraciones hepaticas inferiores a 25 ppm. Por otro
lado, Humphries et al. (1983) encontraron resultados positivos en la ganancia diaria de peso
en terneros con menos de 5 ppm, Mills et al. (1976) con valores inferiores a 15 ppm, Viejo
y Casaro (1993) con 44 y 33 ppm, mientras que Suttle (1986) postula que la disfuncion se
presenta con menos de 5 ppm, todas expresadas en base seca. La obtencion de las muestras
fue realizada por biopsia hepatica, por lo cual este tipo de analisis de Cu es un auxiliar atil y
necesario en trabajos experimentales, pero de uso méas conservador en un diagndstico de

rutina (Carrillo y Bingley 1964).



Cuando existe molibdenosis, los analisis de cupremias pueden ser engafiosamente elevadas
por complejos de Cu y Mo no disponibles, sin embargo, estos pueden descartarse tratando
el plasma o el suero con &cido tricloroacético (Kincaid 1999). Otra opcién es medir la
actividad de ceruloplasmina, ya que esta representa del 70 al 90 % de Cu plasmatico (Kincaid
1999). Debido a que el muestreo de sangre es rapido y sencillo, su eleccion en diagnosticos
de rutina y estudios poblacionales es méas eficaz (Ramirez et al. 1977). La cupremia no es un
indicador directo de dafio, por lo que resulta util subdividir estos valores de cupremia en tres
rangos: por encima de 60 pg/dl (normocupremia), entre 60 y 30 pg/dl (hipocupremia leve)
y aquellos menores de 30 pg/dl (hipocupremia severa) (Rosa y Mattioli 2002). La
normocupremia sugiere que los animales no se hallan expuestos al desbalance (salvo en
molibdenosis donde pueden coexistir normocupremias y signos de deficiencia) (Rosa y
Mattioli 2002). La hipocupremia leve, en cambio, indica que la reserva hepética de Cu se ve
ligeramente afectada y ya no es capaz de mantener el nivel plasmatico normal, pero
posiblemente no se vean afectadas las enzimas dependientes de Cu a nivel de tejido ya que
los animales no suelen mostrar signos clinicos considerables de la enfermedad ni responden
a la suplementacion con Cu en ensayos de dosis-respuesta realizados (Ferrer et al. 1989). La
hipocupremia severa indica un desbalance de Cu mas grave, con la posibilidad de que si esta
se mantiene pueda tener complicaciones a nivel enzimatico, ya que con valores inferiores a
30 pg/dl se presentan las consecuencias de la enfermedad (Suttle 1983). Se ha realizado
ensayos de dosis-respuesta en grupos con hipocupremia severa, de 19 pg/dl (Humphries et
al. 1983), menores de 18 pg/dl (Gengelbach et al. 1994), de 2 a 12 pg/dl (Steffan et al. 1982)
y menores de 30 pg/dl (Viejo y Casaro 1993).

Una menor actividad de las enzimas dependientes de Cu es un indicador directo de la etapa
de disfuncion que posteriormente podrian llevar a manifestaciones de hipocuprosis
(Underwood y Suttle 1999). Sin embargo, existen algunos inconvenientes para que sean
utilizados con el fin de establecer algin diagnostico. La etiologia de los signos clinicos
descritos por hipocupremia es muchas veces compleja y el rol de las enzimas especificas no
siempre es claro, ya que muchas veces estds cumplen mas de una funcion principal
(Gooneratne et al. 1989). Por otro lado, detectar una menor actividad enzimatica no siempre
es indicio de un disturbio bioquimico, como por ejemplo la enzima citocromo C oxidasa
posee una actividad normal que sobrepasa en un 60 % la actividad minima que requiere el

tejido hepatico para mantener el metabolismo oxidativo (Mills 1983).
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Medir la actividad enzimética requiere de muestreos altamente invasivos y de técnicas
engorrosas, lo cual suele impedir su utilizacion con el fin de obtener diagndsticos de rutina
(Underwood y Suttle 1999; Suttle 1986). Suttle (1986) propone medir la actividad de la
enzima superoxido dismutasa eritrocitaria (SOD-e), que, al reflejar el balance de Cu en el
animal durante la eritropoyesis, desciende mas lentamente que en la cupremia. Esta
evaluacion convierte a la actividad de SOD-e en un marcador de mayor valor predictivo de
disfuncién y por otro lado permitiria, junto al analisis de cupremia, inferir la duracion del
desbalance. Sin embargo, la medicion de SOD-e no es sencilla de realizar y controlar,
sirviendo para facilitar la interpretacion de los valores de Cu obtenidos durante la evaluacion

de la cupremia, pero no como posible alternativa en un diagndstico rutinario (Suttle 1986).

Debido a que varias enzimas dependientes de Cu pueden resultar afectadas en la etapa de
disfuncion, la signologia clinica relacionada con la hipocuprosis es variada, incluyendo
alteraciones del pelaje, diarrea, desérdenes cardiovasculares, trastornos 0seos y articulares,
menor desarrollo corporal, anemia, menor resistencia a las infecciones y alteraciones en la

reproduccion (Rosa y Mattioli 2002). Segun Underwood (1981), la acromotriquia
(despigmentacion del pelaje) suele ser el primer signo clinico de la deficiencia de Cu,
presentandose aun cuando el aporte de Cu hacia los tejidos es suficiente como para prevenir
otros signos. Algunos animales llegan a presentar signos clinicos graves antes de que la
acromotriquia se haga evidente (Mills et al. 1976). Se acordo6 por convencién en aceptar que
las alteraciones en el pelaje se deben a la actividad reducida de la enzima dependiente de Cu

tirosinasa (Underwood y Suttle 1999).

La diarrea es otro signo presente en la hipocuprosis, presentada con mas frecuencia en casos
de deficiencia relacionadas con el exceso de Mo en la dieta, aunque también es asociada a
una deficiencia simple de Cu (Mills et al. 1976). La evaluacidn ultramicroscopica de las
vellosidades intestinales en animales con deficiencia de Cu con un cuadro diarreico muestra
que existen marcadas alteraciones a nivel mitocondrial, ligadas a una actividad reducida de
la enzima citocromo C oxidasa en todo el intestino delgado (Rosa y Mattioli 2002). La
evidencia mas fidedigna que la falta de Cu a nivel intestinal es la responsable de la diarrea
es su rapida inhibicion al administrar una dosis baja de Cu por via oral (10mg), la cual no es
suficiente para revertir otros signos clinicos de hipocuprosis, ni tampoco elevar los niveles
de Cu plasmatico (Mills et al. 1976).
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El antecedente mas importante de enfermedades cardiovasculares relacionadas a bovinos
con hipocuprosis es la denominada Falling disease o enfermedad de las caidas, la cual se
presenta en el oeste de Australia cuando los animales consumen forrajes con un contenido
inferior a los requerimientos nutricionales de Cu (1-3 ppm) (Rosa y Mattioli 2002). Esta
lesion consiste basicamente en una degeneracion progresiva del miocardio con fibrosis
reemplazante, la cual conduce a una muerte subita por falla cardiaca ante un estrés o ejercicio
moderado (Underwood 1981). Por otro lado, Leigh (1975) observo hipertrofia cardiaca en
novillos con hipocuprosis, asociada a alteraciones mitocondriales. Mills et al. (1976),
también informaron alteraciones vasculares en terneros con hipocuprosis, especialmente en
un animal que murié debido a una ruptura de la vena cava posterior. Estas lesiones
probablemente se deberieron a una elastogénesis defectuosa causada por una actividad
reducida de la enzima dependiente de Cu lisil oxidasa (Rosa y Mattioli 2002).

En cuanto a los desordenes 6seos y articulares, estos se presentan en casos de hipocuprosis
extrema, especialmente en animales jovenes, donde se manifiestan deformaciones
articulares en el tarso, metatarso, carpo y metacarpo, claudicaciones y debilidad 6sea que
provoca fracturas espontaneas, especialmente de costillas, ademas estas lesiones incluyen
rarefaccion y adelgazamiento del hueso cortical en humero, fémur, tibia, radio, metacarpo y
metatarso (Rosa y Mattioli 2002). El tejido 6seo en un animal con deficiencia de Cu presenta
osteoporosis, con una actividad osteoblastica reducida y con actividad osteoclastica normal.
A nivel epifisiario se observa osificacién demorada del cartilago calcificado, adelgazamiento
cortical y deficiencia del hueso trabecular (Smith et al. 1975; Mills et al. 1976). La lesion
bioquimica primaria a nivel 6seo es probablemente debido a una actividad reducida de la

enzima lisil oxidasa (Underwood 1981).

Una menor resistencia a infecciones es considerada como una de las consecuencias de la
hipocuprosis, sin embargo, a pesar de los numerosos trabajos realizados al respecto, s6lo
puede afirmarse que existen fundamentos para pensar que existe alguna relacion sin que ésta
haya sido realmente demostrada (Rosa y Mattioli 2002). Los primeros resultados en estudios
realizados al respecto se obtuvieron en corderos de razas y lineas genéticas mas sensibles a
la hipocuprosis, en los que aumentd el nimero de muertes por infecciones (Suttle 1989).
Trabajos experimentales en bovinos con hipocuprosis inducida, demostraron que ésta se
asocia con linfopenia, especialmente del grupo B y monocitosis, dando como resultado una

disminucion de la capacidad fagocitica y litica de los neutréfilos (Cerone et al. 1998).
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La presencia de Mo, mas que la deficiencia de Cu en dietas, parece ser la responsable de una
fertilidad reducida, causando retraso en la pubertad, menor tasa de concepcién y alteraciones
del ciclo estral en bovinos (Rosa y Mattioli 2002). Los mecanismos en los cuales el Cu
interviene no son del todo claros, pero los bovinos suplementados con Mo presentan una
menor liberacién de hormona luteinizante (Phillippo et al. 1987). En ratas deficientes en Cu
se demostr6 que dietas ricas en Mo reducen los picos de hormona foliculo estimulante y la
secrecién de estrogenos, mientras que sélo este tltimo efecto fue observado en los animales
con deficiencia simple de Cu, lo cual parece indicar que estarian involucrados diferentes

mecanismos (lgarza et al. 1996).

La anemia es un caso frecuente en casi todas las especies con hipocuprosis severa
(Underwood 1981), sin embargo, es poco frecuente en animales criados al pastoreo con un
contenido rico en hierro (Campbell et al. 1974; Humphries et al. 1983; Gengelbach et al.
1994). La causa de la anemia es relacionada con una actividad ferroxidasa reducida por parte
de la ceruloplasmina, la cual concuerda con un aumento en la concentracion hepatica de Fe
(Mills et al. 1976). Sin embargo, otra causa puede ser la reduccion en la vida media de los
eritrocitos a causa de una actividad reducida de la enzima SOD eritrocitaria durante la

hipocuprosis (Gooneratne et al. 1994).

Si bien las lesiones causadas por una hipocuprosis severa alteran notablemente el estado
general de los animales, una menor ganancia diaria de peso puede ser la alteracion clinica
mas importante ya que puede pasar desapercibida a menos que los animales sean pesados
con frecuencia (Rosa y Mattioli 2002). En la recopilacién de resultados obtenidos de ensayos
dosis-respuesta, se encontré que hubo menores ganancias diarias de peso en aquellos
animales cuyas dietas contenian un exceso de Mo (Phillippo 1983). Sin embargo, pruebas
realizadas de deficiencia simple de Cu también causo alteraciones en el crecimiento de los
animales (Mills et al. 1976). En ambos casos, una pobre ganancia diaria de peso se deberia
a un menor consumo de alimento y a una conversion alimenticia reducida (Mills et al. 1976;
Humphries et al. 1983).
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2.4.2 Diagnéstico, caracterizacion y signos de hipercuprosis

La hipercuprosis (niveles altos de cobre en un organismo), puede causar a nivel histologico,
una necrosis hepatocelular generalizada, con una cierta proliferacion en las vias biliares
(Mullaney et al 1996). Las concentraciones de cobre en suero e higado pueden medirse
haciendo uso de un andlisis estandar, sin embargo, este tipo de analisis suelen ser en algunas
ocasiones poco confiables, debido a que las concentraciones pueden permanecer normales
en las fases de necrosis hepética aguda o incluso con una enfermedad mas crénica (Junge y
Thornburg 1989). Las concentraciones séricas superiores a 0,9 ppm se consideran
anormales, pero los valores normales no excluyen este diagnostico, ya que en casos de
toxicidad en la que se midi6 el cobre en suero justo antes de la muerte, se informaron
concentraciones muy elevadas que oscilan entre 2.2 y 5.7 ppm (Mullaney et al. 1996). Se
puede realizar una biopsia con una aguja fina para medir el contenido mineral hepatico,
donde la concentracion de cobre hepatico reportada en casos de toxicidad vario de 640 a
1700 ppm de peso seco (Carmalt et al. 2001). En promedio, el contenido de materia seca en
el higado es del 32%, por lo tanto, estos valores serian equivalentes a 205 y 544 ppm de peso
humedo (Junge y Thornburg 1989; Mullaney et al. 1996). Los rangos esperados en las
concentraciones de cobre hepatico para alpacas adultas y fetales son de 90 a 300 y de 178 a
450 ppm de peso seco, respectivamente (Van Saun y Herdt 2014). Los recién nacidos y
animales jovenes tienen concentraciones de cobre hepatico entre los rangos descritos, lo que
sugiere que se debe considerar la edad del animal al interpretar las concentraciones de cobre
en el higado (Ashton et al. 1979). El analisis dietético puede revelar altas concentraciones
de cobre o altas concentraciones en relacién con las concentraciones de molibdeno y otros
minerales que pueden alterar la absorcion del mismo. El contenido de cobre en la dieta
reportado en casos de toxicidad varid de 25 a 36.6 ppm en materia seca (Carmalt et al. 2001).
En todos los casos de toxicidad de cobre reportada, la proporcion entre Cu: Mo en la dieta
fue mayor que 16: 1. Dietas con mayor a 20 ppm de cobre y una relacion 10: 1 Cu: Mo
aumentan el riesgo de inducir toxicidad por cobre en llamas y alpacas (Junge y Thornburg
1989).

La principal hepatotoxicosis mineral en los camélidos se relaciona con el cobre acumulado
en el organismo del animal (Mullaney et al. 1996; Junge y Thornburg 1989; Carmalt et al.
2001; Levy 2007). Los suplementos usados en el concentrado son las fuentes mas frecuentes

ya que estas pueden contener demasiado cobre debido a errores de mezcla o formulacion
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para especies mas tolerantes como aves, caballos o ganado vacuno (Junge y Thornburg,
1989). En situaciones Unicas, el contenido excesivo de cobre forrajero (> 20 ppm) se atribuyd
a las condiciones de toxicidad (Mullaney et al. 1996). Como se ve con otras especies, el
equilibrio de cobre en relacion con otros minerales como el molibdeno y el azufre inorganico
afecta la biodisponibilidad del cobre (Mullaney et al. 1996). Las plantas de Heliotropium y
Senecio también parecen aumentar la acumulacion hepética de cobre en rumiantes (Junge y
Thornburg 1989). La toxicosis en un caso resultd de alimentar al animal con una mezcla
mineral pre-comercial formulada para mejorar la calidad del vellon en alpacas y en otro de
la alimentacion continua de un bloque mineral bovino reformulado con méas cobre para
cumplir con las recomendaciones bovinas actuales (Junge y Thornburg 1989). En un tercero,
se descubrié que una mezcla mineral contiene 10 veces el contenido de cobre que indica,
poniéndonos en casos de mala formulacion nutricional (Levy 2007). Estos reportes indican
que los camélidos pueden ser mas sensibles a los efectos de una sobre-suplementacion de
cobre en comparacion con otras especies de rumiantes y que nuestro conocimiento con
relacion a los requisitos y tolerancias de este micro-mineral en camélidos aun es limitado.
El cobre ingerido se almacena en lisozomas hepaticos y cuando estos alcanzan su maxima
capacidad o se produce un evento desencadenante de estrés, el cobre puede ser liberado al
citoplasma, lo que conduce a una posterior muerte del hepatocito y a una liberacion mas
amplia del cobre (este ion libre conduce a la peroxidacion lipidica y al dafio a las membranas

celulares) (Junge y Thornburg 1989).

Los signos clinicos relacionados a un exceso de cobre en el animal incluyen anorexia, disnea,
letargo, debilidad, reclinacion y posibles signos de colico que progresan rapidamente, lo que
a menudo resulta en la muerte del camélido en aproximadamente dos dias (Junge y
Thornburg 1989). Las anormalidades clinicopatologicas consisten principalmente en
aumentos en las actividades séricas de algunas enzimas tales como: Aspartato
aminotransferasa (AST), lactato deshidrogenasa (LDH) y succinato deshidrogenasa (SDH),
a menudo a valores 10 o 20 veces superiores a los valores superiores de referencia, ademas
se observan aumentos mas leves (hasta cinco veces) en la y-glutamil transferasa (GGT) (Van
Saun y Herd 2014). Se informaron valores normales de enzimas hepatocelulares en un caso
clinico sospechoso en un grupo de llamas que se creia que tuvieron acumulacion de cobre
hepatico subclinico (Weaver et al. 1999; Carmalt et al. 2001).
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La hemoglobinuria, hemoglobinemia, hiperbilirrubinemia e ictericia parecen ser menos
frecuentes o no ocurrir en los camélidos, ya que un informe mostré un volumen celular
empaquetado (PCV) del 8% al 12% y un alto recuento de eritrocitos nucleados en dos alpacas
afectadas (Weaver et al. 1999). Las lesiones macroscopicas por lo general se limitan a un
agrandamiento leve e ingurgitacion del higado, camélidos particularmente, no suelen
desarrollar la decoloracién de los rifiones y otros 6rganos en forma de pistola de metal

reportada en otras especies de rumiantes (Weaver et al. 1999).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 EXPERIMENTO 1: CONTENIDO DE COBRE, HIERRO Y MOLIBDENO DE
DIETAS SELECCIONADAS POR ALPACAS

3.1.1 Localizacion

Para la fase experimental se consideraron tres localidades diferentes de la sierra peruana:
Pachacayo — Junin (11°S, 75°W / 3820 m.s.n.m.), San Pedro de Racco — Pasco (10°S, 76°W
/4325 m.s.n.m.) y Chuquibambilla — Puno (14°S, 72°W / 3340 m.s.n.m.), cuya clasificacion
ecologica segun Holdridge es la de Paramo hamedo para las tres localidades (SENAMHI
2017).

3.1.2 Metodologia

El primer muestreo de dietas seleccionadas por alpacas, las cuales que fueron sometidas a
analisis de Cu, Fe y Mo, se realizo en el mes de marzo (época de lluvias) y el segundo en el
mes de agosto (época seca), ambos en el afio 2018. Se uso la técnica de simulacion manual,
la cual consiste en observar el pastoreo individual de un animal de dos a tres horas cerca del
area de pastoreo y luego tomar muestras representativas del pasto natural consumido por el
mismo (Austin et al. 1983).

Tomando como referencia la publicacidn de Burton et al. (2003), se realizé la simulacion de
los habitos de consumo de las alpacas en cada fecha y lugar mencionadas, seleccionando a
dos alpacas hembra de seis dientes pertenecientes a la punta. Se muestrearon 30 estaciones
alimentarias por cada animal, cortando el forraje a una altura aproximada de 5 cm, arriba del
suelo, obteniendo dos bolsas con lo colectado y cada bolsa representara una muestra

independiente, teniendo al final seis bolsas diferentes en cada época (Grafico 1).



Ademas, mediante la utilizacion del método de transeccién al paso se recopild la
composicion floristica del campo, la cual nos permitié conocer ciertas caracteristicas y

especies de pastos que se encuentran en las zonas donde las alpacas pastorean (Parker 1951).

Muestras de pastos que
consumen las alpacas

Estacion de lluvias Estacion seca

D
[
Ultimo Empadre y i
periodo de pariciones e
gestacién Lactacion t
e

T T T 1

(0] N D

N ORI IR RO
Grafico 1: Esquema de muestreo de los pastos consumidos por las alpacas durante los meses

de marzo (época de lluvias) y agosto (época seca).

FUENTE: Tomado y adaptado de San Martin (1991)

Figura 1: Secado de la Figura 2: Molienda de la

muestra de pasto muestra de pasto
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3.1.3 Anadlisis de muestras

Una vez obtenidas las muestras en campo, fueron secadas en el laboratorio de Nutricion de
Rumiantes de la Facultad de Zootecnia (UNALM) a 60 °C hasta obtener un peso constante.
Posteriormente fueron moliendas y almacenadas en bolsas con naftalina para evitar la

presencia de insectos y humedad.

Segun el manual de andlisis de cobre en tejido vegetal por digestién himeda del Laboratorio
de Anélisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizante (Bazan 2018), el procedimiento para el
andlisis de cobre es el siguiente:

- Se pes6 0.5 g de muestra de tejido vegetal y se coloc6 dentro de frascos de 50 ml,
resistentes al calor.

- Se adicionaron 5 ml de la solucion nitrica-perclorica (la relacion entre HNOsy HCIO,4
fue de 5:1).

- Se colocd sobre una plancha de calentamiento y se elevé gradualmente la
temperatura hasta 175 °C.

- Se dejo en digestion por 1 horay 30 minutos (la solucién se vuelve clara).

- Se puso un embudo sobre el frasco de digestion para dar efecto de tubo de reflujo
(Figura 1).

- Se removio el frasco y adicion6 15 ml de 0.1 N HCI.

- Se agito el frasco para disolver las cenizas y filtrar la solucion. (Este filtrado original
representa una dilucion de 30 veces (30x) con respecto al material vegetal) (Figura
2).

- Por ultimo, se llevo el filtrado al laboratorio de analisis de minerales de la facultad
de zootecnia de la UNALM para su lectura mediante el espectrofotdmetro de flama

marca GBC modelo SavantAA ¥ a una longitud de onda de 324.7 nm.
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Figura 3: Calentamiento de la Figura 4: Filtrado de la

muestra de pasto muestra de pasto

El analisis para hierro (Fe) y molibdeno (Mo) fue realizado por Cumberland Valley
Analytical Services (Waynesboro, Pensilvania, EE. UU.), utilizando analisis ICP-MS
(espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo) después de la digestion
himeda  (https://www.foragelab.com/Resources/Lab-Procedures).  Este  Laboratorio
comercial esta acreditado por la Asociacion Nacional de Pruebas de Forraje

(www.foragetesting.org).

3.1.4 Disefio experimental

Este experimento se llevo a cabo mediante Analisis de varianza (ANOVA, Proc. GLM) con
términos de Localidad (Pachacayo, San Pedro de Racco y Chuquibambilla), estacion (seca
y himeda) y su interaccion (n = 6) en el modelo. Se usé una prueba de Tukey para comparar
medias. El analisis estadistico se realizo utilizando SAS 9.4 (Sistema de Analisis
Estadistico), haciendo uso de un disefio completamente al azar en disefio factorial 2 x 3 con
0.05 como nivel de significancia (SAS Institute 2002).
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Disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x 3:

Yij=u+ i+ fj+ (zf) §j + uij

Yij: Representa la observacion correspondiente al nivel (i) del factor localidad y al nivel (j)

del factor estacion.

p: Efecto constante denominado media global.

t1: Efecto producido por el nivel i-ésimo del factor localidad, ( i ti = 0)
Bj: Efecto producido por el nivel j-ésimo del factor estacion, jfj =0 .

(t B) 1j = Efecto producido por la interaccion entre localidad x estacion, 1 () 1j = (tP) 1

=0.

Uij = Variables independientes con distribucion N (0, c).
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3.2 EXPERIMENTO 2: CONCENTRACION DE COBRE EN SUERO
SANGUINEO DE ALPACAS MADRE Y SUS CRIAS

3.2.1 Localizacién

La fase experimental se llevé a cabo en las zonas de pastoreo pertenecientes a la familia
Deza, ubicada en Ocuviri — Puno (15°S, 70°W/ 4230 m.s.n.m.). Su clasificacion ecolégica
segln Holdridge es la de Paramo humedo (SENAMHI 2017).

3.2.2 Animales experimentales:

- Se utilizaron 17 alpacas hembra gestantes de raza Suri con una condicion
corporal de 2.94 + 0.47 (2 - 3.5 unidades como minimo y maximo
respectivamente) y una edad estimada de 4.06 + 1.34 afios (2.5 - 6 afios de edad
como minimo y maximo respectivamente).

- También se utilizaron las 17 crias de las alpacas gestantes seleccionadas (10

hembras y 7 machos)

3.2.3 Metodologia

Se tomaron muestras de suero sanguineo provenientes de 17 alpacas madres y sus respectivas
crias (n=17), abarcando diferentes estados fisioldgicos. En el caso de las madres: pre-parto
(47 dias pre-parto en promedio, con un rango de 13 a 89 dias) en noviembre del 2018; en el
afio 2019, lactacién temprana (10 dias post-parto) y tardia (167 dias post-parto en promedio,
con un rango de 152 a 181 dias) en los meses de febrero y julio del 2019 respectivamente
(Gréfico 2). En el caso de las crias, se colectaron las muestras de suero sanguineo de estas

el mismo dia que a sus madres en los meses de febrero y julio del 2019.
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Gréfico 2: Esquema de muestreo de cobre en alpacas (madres y crias) durante los diferentes
estadios fisiol6gicos segln calendario productivo.

FUENTE: Tomado y adaptado de San Martin (1991).

La técnica a utilizada fue la veno-puncion de la yugular externa, extrayéndose 10 ml de
sangre tanto de las madres como de las crias (Figura 3). Estas muestras de sangre se

recolectaron en tubos sin anticoagulante (Oblitas et al. 1998).

Figura 5: Técnica de Figura 6: Suero Sanguineo

Veno-puncion de alpaca
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Para complementar la informacién proveniente de las concentraciones de cobre en el suero
sanguineo, se tomaron muestras de dietas seleccionadas por estos animales mediante el
método de simulacion a mano, tal como se detallé en el primer experimento. Se realizé en
esta ocasion la observacion de dos alpacas seleccionas durante los meses de noviembre en
el 2018, febrero y julio del 2019. Posteriormente, se realizé la evaluacion de la composicién
floristica del pastizal, mediante la utilizacion del método de transeccion lineal fija (Parker
1951) en las diferentes canchas donde estos animales se alimentaban (zonas de pastoreo de
pre-parto, lactacién temprana y lactacion tardia). Se utilizaron tres transectas de 30 metros
de largo con marcas por cada 30 cm (Figura 4) y con ayuda de un anillo censador se
determind las diferentes especies que se encontraban en la zona de pastoreo tanto para la
etapa preparto (noviembre) y lactacion (febrero y julio), estimandose asi la composicion
floristica del campo de pastoreo.

Figura 7: Transeccion lineal fija
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3.2.4 Andlisis de muestras

A. En el pasto:

Se realizé el analisis de cobre, hierro y molibdeno. Esta metodologia fue descrita en el

experimento 1.

B. En el suero sanguineo:

Una vez colectadas las muestras de sangre se esperé que coagule, eliminando la fibrina
formada y asi obteniéndose el suero sanguineo mediante el uso de una centrifuga. Esta se
almaceno a -20°C hasta el momento de la determinacion de la concentracion de cobre (dichas
muestras fueron sometidas a un analisis de espectrofotometria de absorcion atomica)
(Rosadio et al. 2012).

Procedimiento segun Soltero et al. (2007):

Desproteinizacion:

- Se pipeteo en tubos de centrifuga: Suero (1.0 ml) y &cido clorhidrico 1N (1.0 ml).

- Se mezclo y dej6 en reposo durante 10 minutos a temperatura entre 15° y 25° C
junto a una solucion de acido tricloroacético al 20% (1.0 ml).

- Se centrifugd el problema por 10 minutos a 3500 rpm.

- Se pipeted el sobrenadante claro en tubos de ensayo secos. Sobrenadante exento

de proteinas 2.0 ml aproximadamente.

Preparacion de estandares

Se prepard la solucion de glicerol al 10% (preparada a partir de glicerol concentrado y agua
tridestilada para la obtencidon de la solucion deseada). Esta solucidn se utiliz6 para la
elaboracion de los estandares que ademas sirvié como blanco de reactivo. Estandares de 1,

3y 5 ppm preparados a partir de la solucién patrén estandar de cobre de 100 ppm.
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Lectura de las muestras

- Se realizd la lectura del blanco y los estandares para la obtencion de la curva
de calibracion.

- Se hizo la lectura mediante el uso del espectrofotometro de flama marca GBC
modelo SavantAA Y a una longitud de onda de 324.7 nm.

- Los resultados obtenidos se analizaron por medio del programa SAS 9.4,

herramienta necesaria para la elaboracion del estudio estadistico.

Figura 8: Suero desproteinizado Figura 9: Espectrofotometro

de alpacas de flama

3.2.5 Disefios experimentales

Debido que se utilizaron los mismos individuos para ser comparados a través del tiempo se
realiz6 un ANOVA con medidas repetidas, haciendo uso del comando PROC MIXED
mediante el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis Software) version 9.4 para

comparar la concentracién de cobre en suero sanguineo de las alpacas (Livacic et al. 2006).

Se realizaron dos disefios, uno con un factor y tres niveles en alpacas madre (estado
fisiolégico: pre-parto, lactacion temprana y lactacion tardia) y un disefio factorial 2x2
(parentesco: madre y cria; etapa fisiologica: lactacién temprana y lactacién tardia) con un
0.05 de significancia, de encontrarse diferencia significativa se realizd un test de minimos

cuadros.
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Se realizaron pruebas para determinar el modelo de estructura de covarianza que se ajuste
mejor, siendo esta la de tipo H al tener un menor indice de Akaike (AIC) e indice de Schwarz
(BIC) (SAS Institute 2002).

Disefio con medidas repetidas en un solo factor con tres niveles:

Yij=p+mi+1tj+eij

Yij = Respuesta del sujeto i en el j-ésimo nivel del factor estado fisiologico

u = Media general

wi = Efecto aleatorio asociado al sujeto el cuél es constante bajo todas las repeticiones
tj = Efecto fijo en el j-ésimo nivel del factor estado fisioldgico

eij = Error experimental asociado al sujeto i bajo el factor estado fisiologico

Disefio de medidas repetidas con dos factores:

Yijk = u + aj + Bk + mi(k) + aBjk + nai(k)j + eijk

En este modelo:
Yijk = Puntuacion obtenida en la variable Y por el sujeto i del grupo j en el tratamiento k.
| = Parte de media comun a todos los sujetos.

aj = Efecto propio del j-ésimo nivel del factor estado fisiologico o el efecto atribuible al

grupo j bajo el que se obtuvo la puntuacion Yijk.

Bk = Efecto propio del k-ésimo nivel del factor etapa o el efecto atribuible al tratamiento k

bajo el que se obtuvo la puntuacion Yijk.

(ap)jk representa el efecto de la interaccion entre el grupo j del factor estado fisiologico y

el nivel k del factor etapa.
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ni = efectos debidos a las diferencias entre los sujetos.

(mpB)ijk = Término de errores aleatorios o las desviaciones de las puntuaciones del sujeto i

respecto al promedio de su grupo y de los tratamientos.

eijk = Término de errores aleatorios o las desviaciones de las puntuaciones del sujeto i

respecto al promedio de su grupo y de los tratamientos.

Los términos mi, (rfB) y eijk son independientes y normales con media 0 y varianza om 2,

onf 2y oe 2 respectivamente.

Se realizdé un modelo de regresion lineal para determinar si existe alguna relacion entre
madres y sus respectivas crias en dos estados fisioldgicos (lactacion temprana y lactacion
tardia):

Y=a+ bX

Donde:

Y: Variable dependiente, concentracion en suero sanguineo de cobre en las alpacas crias.
a: Intercepto.

b: Pendiente o coeficiente de regresion.

X: Variable independiente, concentracion en suero sanguineo de cobre en las alpacas madre
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EXPERIMENTO 1: CONTENIDO DE COBRE, HIERRO Y MOLIBDENO DE
DIETAS SELECCIONADAS POR ALPACAS

4.1.1 Composicion floristica

Al realizarse el censo poblacional de las especies en las zonas de muestreo, se encontraron
29 especies diferentes (Anexo 1), las cuales nos dan una ligera apreciacion acerca de las
especies que las alpacas pueden consumir. Sin embargo, no todas las especies son deseables
por estos animales, por lo que dependera del tipo de sistema de pastoreo que se use, teniendo
como restriccion a la condicion del pastizal para evitar casos de sobrepastoreo o erosion de

suelos mediante malas préacticas de manejo del ganado (Descroix et al. 2008).

Las especies predominantes durante la época seca fueron: Calamagrostis vicunarum
(12.3%), Aciachne pulvinata (10.7%), Festuca rigescens (8.3%) Lolium perenne (7%),
Scirpus rigidus (6%) y Stipa ichu (5.3%), con un 8.3% de suelo desnudo, 0.67% de musgo
y 6.33% de mantillo.

Por otro lado, durante la época humeda, las especies predominantes fueron Festuca
dolichopylla (14.3%), Distichia muscoides (8.7%), Festuca dolichophylla (7.7%),
Alchemilla pinnata (6.3%) y Luzula peruviana (5%), con un 2% suelo desnudo, 2.3% de

roca, 1% de musgo y 2.7% de mantillo.

4.1.2 Concentracién de cobre, hierro y molibdeno en dietas seleccionadas por alpacas

Los valores presentados en la Tabla 1 provienen del promedio de dos muestras por cada
cruce de factores (localidad x estacion) (Anexos 2, 3y 4). En la Tabla 2 se muestran valores
provenientes del promedio de cuatro muestras por cada localidad, mientras que la Tabla 3 se

muestra valores provenientes de seis muestras por cada estacion.



Tabla 1: Concentracion de cobre, hierro y molibdeno en dietas seleccionadas por
alpacas en tres localidades durante las épocas seca y humeda

Pachacayo San Pedro de Racco Chuquibambilla
Epocas Epocas Epocas
Seca SD Himeda SD [ Seca SD Humeda SD | Seca SD Hidmeda SD
Humedad 4591 579 64.67 0.04]49.25 0.38 66.05 0.29]38.07 3.04 6639 2
Ceniza 761 103 894 216|464 078 635 063|636 09 1152 1.05
Cu(ppm) 81 15 95 07| 8 14 11 42| 4 0 85 05
Fe (ppm) 697.4 221 9055 735| 271 80.6 2895 5594995 223 16325 59.5

Mo (ppm) 24 03 55 13| 13 03 1.2 01] 1.2 0 2.9 1.2
La humedad mostrada es aquella al momento del corte. Los valores de cada mineral se encuentran en base seca.
La notacién SD = desviacion estandar. Los valores mostrados representan el contenido en ppm (partes por
millén). Los valores corresponden al promedio de dos muestras en cada cruce de factores.

Después de desarrollar el disefio completamente al azar con arreglo factorial, no se encontré
interaccion entre localidades y la estaciones (P-Valor > 0.05) en ninguno de los minerales
evaluados. Sin embargo, se encontro que existe diferencia significativa entre localidades (Fe
y Mo) y estaciones (Cu y Mo). La informacion acerca de la concentracion de minerales en
dietas seleccionadas por alpacas criadas en zonas altoandinas es escasa. Es por ello que los
valores obtenidos fueron comparados con otros dentro de los rangos considerados como
normales o ideales. Ademas, se comparé los datos presentados contra otros obtenidos en
crianzas extensivas, discutiendo algunas implicancias en relacion a su concentracion e

interaccion entre ellos.

Al realizar la comparacion de medias entre las tres localidades, se pudo apreciar que no
existe diferencia significativa para el Cu (P-Valor > 0.05) (Tabla 2). Sin embargo, en el caso
de la concentracion de Fe en dietas seleccionas por alpacas, existe diferencia significativa
entre las localidades de San Pedro de Racco y Chuquibambilla, mientras que la localidad de
Pachacayo no tiene diferencia significativa al compararlas contra ambas. Por otro lado, en
el caso de la concentracion de Mo en dietas seleccionadas por alpacas, existe diferencia
significativa entre las localidades de Pachacayo y San Pedro de Racco, mientras que la
localidad de Chuquibambilla no tiene diferencia significativa al compararlas contra ambas.
Tomando como referencia estos valores, es posible suponer que existe una posible

variabilidad de estos dos minerales entre las zonas altoandinas.
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La concentracion de Cu en las dietas seleccionadas por alpacas se encuentra en los niveles
nutricionales adecuados (8-12 ppm) en las tres localidades, sin embargo, el 50% de las
muestras tomadas en Chuquibambilla mantiene valores nutricionales marginales (4-7 ppm)
(Van Saun y Herdt 2014). En la localidad de San Pedro de Racco, la concentracion de Fe en
dietas seleccionas por alpacas supera a los valores nutricionales adecuados (50-200 ppm),
mientras que en Chuquibambilla, al igual que el 75% de las muestras de Pachacayo se
encuentran dentro del rango de valores nutricionales excesivos (>400 ppn) (Van Saun y
Herdt 2014). La concentracion de Mo en las dietas seleccionadas por alpacas de las tres
localidades es superior a los rangos nutricionales adecuados (>1 ppm) e incluso excesivos

(>3 ppm) en el 50 % de las muestras obtenidas en Pachacayo (Van Saun y Herdt 2014).

Tabla 2. Concentracion de cobre, hierro y molibdeno en dietas seleccionadas por
alpacas en tres diferentes localidades

Localidades
Pachacayo SD San Pedro de Racco SD Chuquibambilla SD  P-Valor
Cu (ppm) 8.8% 1.3 9.50? 3.1 6.3? 2.6 0.12
Fe (oppm)  801.5% 459 280.3° 57.6 1066.0° 668.4 0.04
Mo (ppm) 3.9% 1.9 1.3° 0.2 2.1% 1.4 0.01
Cu: Mo 2.25 7.42 3.03

La notacion SD = desviacién estandar. Los valores de cada mineral se encuentran en base seca. Los valores
mostrados representan el contenido en ppm = partes por millén. a. = 0.05. 2 Letras diferentes indican diferencia
estadistica. Los valores corresponden al promedio de cuatro muestras colectadas en tres diferentes zonas
descritas en la metodologia.

Al comparar la relacion de Cu:Mo en las dietas seleccionadas por alpacas, se puede encontrar
relaciones inferiores a los valores nutricionales adecuados para las localidades de Pachacayo
y Chuquibambilla ( <4:1) y dentro de los rangos nutricionales deseables (6-10:1) para la
localidad de San Pedro de Racco (Van Sauny Herdt 2014). Es por ello, que es valido asumir
que puede existe una menor absorcién de Cu debido a la concentracién de Mo en las dietas

seleccionadas por alpacas (Laven y Livesey 2005).
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Al realizar la comparacion de medias entre las épocas himeda y seca, se pudo apreciar que
no existe diferencia significativa para el Fe (P-Valor > 0.005) en las dietas seleccionadas por
alpacas. Por otro lado, si se obtuvo diferencia significativa entre la concentraciéon de Cu y
Mo, donde existe una mayor concentracion durante la época himeda en comparacion con la

época seca para ambos minerales (Tabla 3).

Tabla 3: Las épocas humeda y seca Concentracion de cobre, hierro y molibdeno en
dietas seleccionadas por alpacas durante

Epocas
Humeda SD Seca SD P-valor
Cu (ppm) 9.7 1.9 6.7° 3.3 0.04
Fe (ppm) 942.52 686.7 489.3? 239.7 0.06
Mo (ppm) 3.2 2 1.6 1.5 0.02
Cu: Mo 3.02 - 4.07 - -

La notacién SD = desviacion estandar. Los valores de cada mineral se encuentran en base seca. Los valores
mostrados representan el contenido en ppm = partes por millon. a = 0.05. ° Letras diferentes indican
diferencia estadistica. Los valores corresponden al promedio de seis muestras colectadas en las épocas seca y
himeda descritas en la metodologia.

Se puede apreciar niveles marginales y adecuados de Cu en las dietas seleccionadas por
alpacas en la época seca y humeda respectivamente. Por otro lado, Hoffman (2006)
recomienda valores superiores a 11 ppm de Cu por dia, mientras que Kamphues et al. (1999)
recomiendan 8 gramos de Cu por Kg de materia seca en dietas para alpacas. Los valores
obtenidos en este estudio son similares a los reportados por Espinoza et al. (1982),
obteniendo 10.3y 7 ppm de Cu para la época humeda y seca respectivamente, sin embargo,
no encontraron diferencia significativa en la concentracion de Cu entre las estaciones. En
zonas templadas, Judson et al. (2011) encontraron diferencias entre meses en la
concentracion de Cu al analizar dietas seleccionadas por alpacas, donde al igual que este
estudio, se encontraron valores superiores durante la época himeda en comparacion con la
época seca, obteniendo 8.7 y 4.3 ppm como maximo y minimo respectivamente,
correspondiendo a la época himeda y seca respectivamente. Jones y Tracy (2013) también
encontraron diferencias entre meses en la concentracion de Cu en pastos naturales de zonas
templadas, donde a diferencia de este estudio este estudio, se encontraron valores superiores

durante la época seca en comparacién con la época himeda, siendo estos 11y 7.2 ppm como
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maximo y minimo respectivamente, correspondiendo a la época seca y humeda

respectivamente.

En ambas épocas existe una cantidad excesiva de Fe en los valores obtenidos de las dietas
seleccionadas por alpacas (Van Saun y Herdt 2014). Esto puede ocasionar una sobrecarga
de este micro-mineral en los 6rganos que son depositados (higado, corazén, glandulas
endocrinas) causando lesiones (Powell et al. 2000). Por otro lado, a diferencia de este
estudio, Espinoza et al. (1982) encontraron diferencia significativa en la concentracion de
Fe entre las estaciones al comparar dietas seleccionadas por llamas en zonas altoandinas,
obteniendo 323 y 164 ppm en la época himeda y seca respectivamente. En zonas templadas,
Judson et al. (2011) encontraron diferencias entre meses en la concentracion de Fe al analizar
dietas seleccionadas por alpacas, obteniendo 1396 y 134 ppm como maximo y minimo
respectivamente, correspondiendo a la época hiumeda y seca respectivamente, donde al igual
que el presente estudio, se reportaron valores superiores a los adecuados durante la época
himeda, sin embargo, a pesar de contener niveles excesivos, no se reportaron problemas en
los animales relacionados a este mineral. Ademas, es valido afirmar que el Fe depende de
otros minerales como el Cu, el cual participa en su oxidacion para su posterior transporte
(Bento et al. 2007).

Se aprecian valores excesivos de Mo con respecto a los rangos normales durante la época
humeda y valores superiores a los adecuados durante la época seca en las dietas
seleccionadas por alpacas (Van Saun y Herdt 2014). Al igual que este estudio, Espinoza et
al. (1982) también encontraron diferencias entre estaciones en dietas al evaluar la
concentracion de Mo seleccionadas por llamas en zonas altoandinas, obteniendo 0.68 y 0.53
ppm en la época himeda y seca respectivamente. En zonas templadas, Judson et al. (2011)
encontraron diferencias entre meses en la concentracion de Mo al analizar dietas
seleccionadas por alpacas, obteniendo 1.8 y 1.3 ppm como maximo y minimo
respectivamente, correspondiendo a la época himeda y seca respectivamente. Los valores
reflejan que tanto en zonas altoandinas como en zonas templadas, existe una mayor

concentracion de Mo en pastos en la época himeda en comparacion con la época seca.

Al analizar la interaccion de minerales en las dietas seleccionadas por alpacas en las dos
estaciones, encontramos que existe una posible deficiencia de Cu debido a la interaccion que
esta tiene con el Mo durante la época humeda, mientras que durante la época seca se obtuvo
valores nutricionales marginales (4-4.5:1) al ser comparado con los valores adecuados (>4.5-
6:1) (Van Saun y Herdt 2014).
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4.2 EXPERIMENTO 2: CONCENTRACION DE COBRE EN SUERO SANGUINEO
DE ALPACAS MADRE Y SUS CRIAS DURANTE EL PERIPARTO

4.2.1 Composicion floristica de las zonas muestreadas

La composicion floristica durante las tres etapas de muestreo determiné las especies que se
encontraron con mayor frecuencia, asi como el porcentaje de suelo desnudo, roca, musgo y

mantillo (Anexos 5, 6y 7)
Pre-parto

Durante esta época se encontr6 con mayor frecuencia a las especies Alchemilla pinnata
(42.9%), Calamagrostis vicunarum (14.1%) y Festuca dolichophylla (12.7 %). Ademas, se
encontro 8.7% de suelo desnudo, 1.6% de roca, 1.1% de musgo y 6.33% de mantillo. Las
caracteristicas del campo correspondian a una especie de pajonal por su gran cantidad de

agrupaciones de gramineas altas de hojas duras (Izco et al. 2007).

Lactacion temprana

Durante esta época se encontré con mayor frecuencia a las especies Calamagrostis
vicunarum (36 %), Plantago tubulosa (21.9 %) y Festuca dolichophylla (8.6 %). Ademas,
se encontr6 18.4% de suelo desnudo, 3.3% de roca, 0.1% de musgo y 1.8% de mantillo. Las
caracteristicas del campo correspondian a una especie de bofedal, debido a la acumulacion
de agua de lluvia o deshielo en el area de evaluacion y a la presencia de especies tipicas en

el area de pastoreo (Fonkén 2014).
Lactacion tardia

Durante esta época se encontrd en mayor frecuencia a las especies Alchemilla pinnata (52
%), Festuca dolichophylla (13.7 %) y Trifolium amabile (12.8 %). Ademas, se encontro
0.7% de suelo desnudo, 0.8% de roca, 0.4% de musgo y 3.2% de mantillo. Las caracteristicas
del campo correspondian, al igual que durante el pre-parto, a una especie de pajonal por su

gran cantidad de agrupaciones de gramineas altas de hojas duras (1zco et al. 2007).
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4.2.2 Contenido mineral de dietas seleccionadas por alpacas

Al comparar los niveles de cobre entre las dietas seleccionadas por alpacas con datos
referenciales sobre los requerimientos descritos por Van Saun y Herdt (2014), se aprecia que
hubo una cantidad adecuada (11 ppm) durante la época de pre-parto, esta coleccién de
muestras coincidié con el inicio de la época himeda. Mientras que, en la época de lactacion
temprana, los valores de Cu en las dietas seleccionadas por alpacas estaban dentro de los
valores marginales (5 ppm) (Van Saun y Herdt 2014), este muestreo también coincidié con
la época humeda. Estos valores fueron similares a los reportados por Espinoza et al. (1982),
obteniendo 10.3 ppm de Cu para la época hiumeda. Para rumiantes, Kamphues et al. (1999)
recomiendan que el contenido minimo de Cu en la dieta deberia ser de 8 ppm (materia seca)
como minimo, mientras que Hoffman (2006) recomienda valores superiores a 11 ppm de Cu
por dia (materia seca). Sin embargo, Van Saun (2014) recomienda en base a la extrapolacion
de requerimientos de cobre en otros rumiantes que las dietas de alpacas deberian contener
cantidades entre 8-12 ppm para mantenimiento y crecimiento, mientras que para prefiez y
lactacion niveles de 9-12 ppm en base seca. Suttle (1983) estimd que, en pequefios rumiantes
en crecimiento, como por ejemplo las dietas de terneros, deben contener entre 6,2y 7,5 ppm
de Cu (base seca), segun la edad y el ritmo de crecimiento. Po otro lado, Mills et al. (1976)
aumentaron la concentracion de Cu en la dieta para evitar signos clinicos de hipocuprosis en
animales en crecimiento, siendo estos de 8 a 15 ppm por dia (base seca). En animales adultos,
los requerimientos aumentan durante la etapa gestacion y no tanto en la lactancia, debido a

la baja concentracion de Cu en la leche (Gooneratne et al. 1989).

No se observo cantidades excesivas de Mo en las dietas seleccionadas por alpacas en relacion
al Cu en ninguna de las dos épocas muestreadas (1.27 y 1.08 ppm en pre-parto y lactacion
tardia respectivamente) (Van Saun y Herdt 2014), por lo que es posible afirmar que no hubo
interferencia en cuanto a su absorcion por formacion de complejos como tiomolibdatos
(Laven y Livesey 2005). Por otra parte, se observd valores superiores a los adecuados
durante el pre-parto (307 ppm) y excesivos de Fe durante el muestreo en la época de lactacion
temprana (1194 ppm) (Van Saun y Herdt 2014), esto podria reducir la absorcion del Cu,
debido a que existe una competencia por el tipo de transportador a nivel de intestino delgado
(Transportador de metal divalente 1 0 DMT1) (Arredondo et al. 2006).
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4.2.3 Contenido de cobre en el suero sanguineo de alpacas
a. Alpacas adultas en tres estados fisiologicos

Al realizar el analisis estadistico de la concentracién de Cu en el suero sanguineo de alpacas
(Anexo 8), no se obtuvo diferencia estadistica entre las diferentes etapas fisioldgicas de las
alpacas madre (Tabla 4). La informacion sobre el contenido de Cu en suero sanguineo de
alpacas es escasa. Los datos obtenidos al muestrear el suero sanguineo de alpacas que habitan
la zona altoandina estan por debajo del rango normal (0.4-0.79 ppm) reportado por Van Saun
y Herdt (2014) para alpacas adultas y sanas, sin embargo, a pesar de poseer valores
marginales, no se observaron signos clinicos. Otro estudio realizado con alpacas
provenientes de Alemania arrojé valores promedio superiores a los encontrados en este
estudio (0.53 ppm de suero sanguineo para alpacas sanas) (Clauss et al. 2004). Por otro lado,
analisis realizados en la universidad de Michigan-USA, reportaron un rango méas amplio de
concentracion de cobre en suero sanguineo en alpacas adultas, siendo este de 0.28 a 0.76
ppm (Herdt et al. 2000). Judson (1966) reportd otro rango de valores de Cu en suero
sanguineo de alpacas con un rango mas estrecho para alpacas que se alimentan de pasturas
naturales en Australia (0.48-0.65 ppm) (después de realizar la conversion de sus resultados
de umol/L a ppm). Ademas, Ellison (2004) reporto que las alpacas que se alimentan de
pastos naturales de Nueva Zelanda muestran un rango variado de Cu en suero sanguineo de
alpacas (0.33-1.02 ppm) (después de convertir sus resultados de pmol/L a ppm), donde se
presume que podria existir tanto casos de deficiencia como de toxicidad por este mineral, ya

que las muestras provienen de diferentes areas.

Tabla 4: Concentracién de cobre en el suero sanguineo de alpacas madre durante tres

etapas fisioldgicas

Lactacion Lactacion
Pre-parto SD temprana  SD Tardia SD P-Valor

Cu (ppm) 0.370? 0.1 0.398% 0.07 0.4042 0.06 0.425
Las muestras provienen de las mismas 17 alpacas en cada etapa fisioldgica. SD = Desviacion estdndar. o =
0.05. 2P Letras diferentes indican diferencia estadistica. Pre-Parto = 47 dias antes del parto en promedio,
Lactacion temprana = 10 dias después del parto y Lactacién tardia = 167 dias después del parto en promedio.
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A pesar de que no se encontrd diferencia estadistica entre los diferentes estados fisioldgicos,
se observa una ligera tendencia al incremento desde el pre-parto hacia la época de parto y
lactacion (Gréfico 3). El higado tiene la capacidad de liberar Cu en eventos que pueden
desencadenar factores de estrés, tales como: traslado (desde una zona a otra para que puedan
pastorear en zonas con mejor oferta de alimento), condiciones climéticas extremas (el parto

coincide con la época de lluvia y heladas), prefiez avanzada y lactacion (Herdt et al. 2000).
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Grafico 3: Concentracion de cobre en suero sanguineo de alpacas en diferentes etapas
fisioldgicas

1. Pre-parto = 47 dias antes del parto en promedio. 2. Lactacion temprana = 10 dias después del parto en
promedio 3. Lactacion tardia = 167 dias después del parto en promedio.

Durante la etapa de lactacion temprana, la concentracion de Cu en las dietas seleccionadas
por las alpacas fue menor en comparacion con el contenido de Cu durante la etapa de pre-
parto. Sin embargo, la concentracion de cobre en suero sanguineo de alpacas durante estas
épocas no fue estadisticamente diferente. Niveles bajos de Cu en el suero sanguineo pueden
indicar deficiencia de este elemento, en contraste, niveles normales o altos, no pueden
asegurar con certeza que el animal posee un adecuado estatus de Cu (Claypool et al. 1975).
Esto puede estar relacionado a la movilizacion de este elemento en el organismo en periodos
de escasez y la capacidad que tiene este micro-mineral para su acumulacion en el higado en

periodos de alta oferta (Levy et al. 2016).
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b. Alpacas madre vs crias

Debido a la posible influencia que la edad del animal y la etapa fisiol6gica podrian tener en
la concentracion de Cu en el suero sanguineo, se realizé el analisis del disefio factorial con
medidas repetidas en dos factores. Al realizar el test de minimos cuadrados (Anexo 10), se

encontrd que hubo diferencias tanto entre factores como en su interaccion.

Al realizar el analisis, se obtuvo diferencia estadistica entre la concentracion de Cu en el
suero sanguineo de alpacas madres con sus respectivas crias durante la época de lactacion
(Grafico 4). Se observo que las alpacas adultas poseen mayor concentracion de Cu en el
suero sanguineo en comparacion a sus crias durante la lactacion temprana, sin embargo, al
Ilegar a la lactacion tardia los niveles de Cu en suero sanguineo fueron similares entre madres
y crias (Tabla 5). La gran diferencia entre niveles maternos y neonatales se debe a que la
concentracion de ceruloplasmina en el suero fetal es muy inferior y este no puede ser hallado
con facilidad en la sangre (Schenker et al. 1972; Fattah et al. 1976). En otras especies de
rumiantes, como en el caso de bovinos recién nacidos, se encontrd que estos poseen unos 15
mg de cobre total (cantidad tres veces superior a la del adulto), sin embargo, posteriormente
desciende al 10% (Ryden y Deutsch 1978; Shaw 1980).

Tabla 5: Concentracion de cobre en el suero sanguineo de alpacas madre y sus crias

durante la etapa de lactacion

Lactacion temprana Lactacion tardia
Madre Cria Madre Cria
Cu (ppm) 0.398% 0.287° 0.4042 0.369?
SD 0.07 0.09 0.06 0.05
R? (%) 2.6 0.6
CV (%) 31.97 13.11

Las muestras provienen de las mismas 17 alpacas en cada etapa fisioldgica con sus respectivas crias. SD =
desviacion estandar. o = 0.05. 3" Letras diferentes indican diferencia estadistica. R? = Coeficiente de
determinacion. CV = Coeficiente de variacion. Lactacion temprana = 10 dias después del parto y Lactacion
tardia = 167 dias después del parto en promedio.
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Al realizar la prueba de minimos cuadrados, se pudo observar que hubo influencia de la etapa
fisiologica, parentesco y algunas interacciones de ambos factores en la concentracion de
cobre en el suero sanguineo de las alpacas (P-Valor < 0.05). En los contrastes realizados
entre las interacciones, se observa que existe diferencia significativa en la concentracion de
Cu en el suero sanguineo de alpacas pertenecientes a la combinacion Cria-Lactacion

temprana al compararla con las otras tres combinaciones (Anexo 10).
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Grafico 4: Concentracion de cobre en suero sanguineo de alpacas madres con sus
respectivas crias durante la época de lactacion

La caja derecha indica los valores del cobre en suero de las crias, mientras que la caja izquierda muestra los
valores de las alpacas madre durante la época de lactacién.

c. Crias de alpacas y relacion con su madre

Se registro diferencia estadistica entre la concentracion de Cu en el suero sanguineo de crias
de alpacas durante la lactacion temprana vs lactacion tardia. Se observd que las crias de las
alpacas tuvieron mayor concentracion de Cu en suero sanguineo durante la lactacion tardia
en comparacion con la época de lactacion temprana (Grafico 5). Esto puede deberse que el
animal empieza a ingerir pequefias porciones de pasto, ademas de la leche materna (Van
Saun 2014). No se encontro relacion entre la madre y cria en cuanto a la concentracion de
Cu en el suero sanguineo durante la lactacion temprana (Anexo 11), ni durante la lactacion
tardia al realizarse el analisis de regresion lineal (Anexo 12). La concentracion hepética de
Cu en el feto depende del periodo de gestacion (creciendo en forma exponencial) y de la

concentracion hepética de la madre, ya que cuando ésta es menor a 25 ppm (materia seca) el
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deposito de Cu en el higado del individuo prenatal es deficiente (Gooneratne y Christensen
1989). La concentracion de Cu en la leche es baja (alrededor de 0.15 ppm), sin embargo,
esta no se incrementa méas alla del rango normal al aumentar el aporte de Cu en la dieta
(Underwood y Suttle 1999; Underwood 1981), por lo que probablemente es una de las causas
por las cuales no existe una relacion entre el contenido de cobre en el suero sanguineo de la

madre y cria posterior al parto.
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Grafico 5: Concentracion cobre en suero sanguineo de crias de alpacas durante la
época de lactacion

La caja derecha indica los valores del cobre en suero de las crias durante la lactacion temprana, mientras que
la caja izquierda muestra los valores de las crias durante la lactacion tardia.
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V. CONCLUSIONES

La concentracion de Cu en dietas seleccionadas por alpacas no vari

significativamente entre las localidades evaluadas.

La concentracion de Cu en dietas seleccionadas por alpacas fue significativamente
superior en la época himeda en comparacion con la época seca, siendo niveles

adecuados y marginales respectivamente.

La concentracion de Cu en el suero sanguineo de las alpacas madre no varid
significativamente entre el Gltimo tercio de gestacion y el momento de lactacion,

siendo niveles marginales.

La concentracion de Cu en suero sanguineo de las crias de alpacas en el momento de
lactacion tardia fue significativamente superior en comparacion al momento de

lactacion temprana.

La concentracion de Cu en suero sanguineo de alpacas madre fue significativamente

superior al compararlo con las de sus crias durante la etapa de lactacion temprana.

No se encontro relacidn entre la concentracion de Cu en suero sanguineo de alpacas

madre con las de su cria durante la lactacién.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar biopsias hepéticas junto al muestreo de suero sanguineo para medir la
concentracion y relacion de Cu hepatico y sérico en diferentes etapas fisiologicas del

mismo animal.

Evaluar el contenido de Cu en leche de alpaca en relacion con el Cu hepatico, para
poder analizar la relacion en cuanto a su transferencia de madre a cria posterior al

parto.

Evaluar la variacion en el estatus de Cu de alpacas mediante la suplementacion de

Cu dietario en diferentes niveles.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: Composicion floristica durante la época seca y lluviosa en tres localidades.

Sais TUpac Amaru San Pedro de Racco Chuquibambilla
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Distichia muscoides 0 0 0 26 0 0
Muhlenbergia ligularis 0 0 0 12 0 0
Suelo desnudo 3 4 7 2 15 0
Roca 0 0 0 7 0 0
Musgo 0 3 2 0 0 0
Mantillo 11 2 0 6 8 0
TOTAL 100 100 100 100 100 100
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Anexo 2: Valores de Cuy ANOVA en dietas seleccionadas por alpacas durante las

épocas seca y humeda.

MUESTRA Cu (PPM)
Sais Tupac Amaru — Epoca Seca — Alpaca 1 9
Sais Tpac Amaru — Epoca Seca — Alpaca 2 7
Sais Tpac Amaru — Epoca Himeda — Alpaca 1 10
Sais Tpac Amaru — Epoca Himeda — Alpaca 2 9
San Pedro — Epoca Seca — Alpaca 1 7
San Pedro — Epoca Seca — Alpaca 2 9
San Pedro — Epoca Himeda — Alpaca 1 14

San Pedro — Epoca Himeda — Alpaca 2
Chuquibambilla — Epoca Seca — Alpaca 1
Chuquibambilla — Epoca Seca — Alpaca 2
Chuquibambilla — Epoca Himeda — Alpaca 1
Chuquibambilla — Epoca Himeda — Alpaca 2

0 O© b~ b

*La muestra Sais TUpac Amaru — Epoca Seca — Alpaca 1 fue eliminada por presentar un
posible error en el muestreo.

ANOVA
Fuente DF TIPOIIISS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Localizacion 2 23.167 11.583 3.02 0.124
Estacion 1 27 27 7.04 0.038
Loc x Est 2 45 2.25 0.59 0.585
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Anexo 3: Valores de Fe y ANOVA en dietas seleccionadas por alpacas durante las

épocas seca y humeda.

MUESTRA Fe (PPM)
Sais Tupac Amaru — Epoca Seca — Alpaca 1 541
Sais Tupac Amaru — Epoca Seca — Alpaca 2 854
Sais Tpac Amaru — Epoca Himeda — Alpaca 1 1425
Sais Tpac Amaru — Epoca Himeda — Alpaca 2 386
San Pedro — Epoca Seca — Alpaca 1 328
San Pedro — Epoca Seca — Alpaca 2 214
San Pedro — Epoca Himeda — Alpaca 1 329
San Pedro — Epoca Himeda — Alpaca 2 250
Chuquibambilla — Epoca Seca — Alpaca 1 342
Chuquibambilla — Epoca Seca — Alpaca 2 657
Chuquibambilla — Epoca Himeda — Alpaca 1 1692
Chuquibambilla — Epoca Himeda — Alpaca 2 1573

*La muestra Sais TUpac Amaru — Epoca Seca — Alpaca 1 fue eliminada por presentar un
posible error en el muestreo.

ANOVA
Fuente DF TIPOIIISS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Localizacion 2 1278753.167 639376.583 5.86 0.039
Estacion 1 616080.083 616080.0.83 5.64 0.055
Loc x Est 2 711215.167 35567.583 3.26 0.11
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Anexo 4: Valores de Mo y ANOVA en dietas seleccionadas por alpacas durante las
épocas seca y hiumeda

MUESTRA Mo (PPM)
Sais Tupac Amaru — Epoca Seca — Alpaca 1 2.59
Sais Tupac Amaru — Epoca Seca — Alpaca 2 211
Sais Tpac Amaru — Epoca Himeda — Alpaca 1 4.56
Sais Tpac Amaru — Epoca Himeda — Alpaca 2 6.35
San Pedro — Epoca Seca — Alpaca 1 1.52
San Pedro — Epoca Seca — Alpaca 2 1.13
San Pedro — Epoca Himeda — Alpaca 1 1.15
San Pedro — Epoca Himeda — Alpaca 2 1.32
Chuquibambilla — Epoca Seca — Alpaca 1 1.21
Chuquibambilla — Epoca Seca — Alpaca 2 1.25
Chuquibambilla — Epoca Himeda — Alpaca 1 4.1
Chuquibambilla — Epoca Himeda — Alpaca 2 1.69

*La muestra Sais TUpac Amaru — Epoca Seca — Alpaca 1 fue eliminada por presentar un
posible error en el muestreo.

ANOVA
Fuente DF TIPOIIISS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Localizacion 2 14.5 7.25 9.23| 0.0148
Estacion 1 7.3 7.3 9.3 0.023
Loc x Est 2 5.12 2.56 3.26 0.11
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Anexo 5: Composicion floristica de la cancha de pastoreo durante el pre-parto

PRE-PARTO
TRANSECTA % DESEABILIDAD
ESPECIE
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Alchemilla pinnata 22 | 34| 38| 49 | 52 | 41 | 46 | 55 | 48 | 42.78 D
Festuca dolichophylla 30|25 23| 5 2 1 9 | 10 | 9 | 1267 D
Calamagrostis vicunarum 7 18|18 | 7 | 26|21 |8 |12 | 10 | 1411 D
Trifolium amabile 0 0 0 0 0 0 3 3 2 0.89 D
Stipa ichu 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0.33 PD
Aciachne pulvinata 0 j]0 ] 0 0 3|0 |4 |6 |9 | 244 I
Scirpus rigidus 8 4 5 6 8 10 | 6 3 12 | 6.89 D
Belloa piptolepis 5 1 13| 2 1 (11| 0 3 1 411 PD
Azorella compacta 2 /00| 1])0]0]3]|]0] 0| 067 I
Geranium sessiliflorum 1 1410 0 0 0 |O0| 7 0 1.33 PD
Plantago tubulosa 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0.44 PD
Plantago lamprophylla 000 4 0 5(11]0 0 1.11 PD
Suelo desnudo 23 | 13| 1 16 4 10 | 7 0 4 8.67

Roca 2 0 0 3 2 0 7 0 0 1.56

Mantillo 0 1 2 1 0 1 0 1 2 0.89

Musgo 0 0 2 2 0 6 0 0 1.11

Total 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

;Qr‘r’]')ce de vigor promedio | » 35 | 51 [ 2.63|2.42|1.91|2.26 | 2 |2.95|3.44| 40.80
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Anexo 6: Composicion floristica de la cancha de pastoreo durante la lactacion

temprana
LACTACION TEMPRANA
ESPECIE TRANSECTA % DESEABILIDAD
1 2 3 4 5 6 7 8

Alchemilla pinnata 112|142 |02 |2 |37]| 6 |73 D
Festuca dolichophylla 7018 |20 2|0 |3 |9 |13]|14 | 856 D
Azorella compacta o|1|5|0|0|O0]| 6| 0| 4]|178 I
Calamagrostis vicunarum | 42 | 55 | 47 | 25 | 17| 22 | 35 | 31 | 50 | 36.00 D
Plantago tubulosa 0 0 56 | 76 | 56 0 9 21.89 PD
Bidens andicola 0|40 0 0.56 PD
Geranium sessiliflorum 0 2 0 0.22 PD
Suelo 49 | 31 |12 | 12 | 7 11 | 27 3 14 | 18.44

Roca 1 3 0 0 0 0 18 2 6 3.33

Mantillo 0 0 0 2 0 0 3 5 6 1.78

Musgo 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0.11

Total 100 | 100 | 100 | 100 | 100| 100 | 100 | 100 | 100 | 100.00

Egr?]')ce devigor promedio | 55 | 68 | 53| 7 [53|61| 6 |65 |66 | 3061
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Anexo 7: Composicion floristica de la cancha de pastoreo durante la lactacion tardia

PARTO O LACTACION TARDIA
TRANSECTA % | DESEABILIDAD
ESPECIE
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Alchemilla pinnata 54 | 48 | 56 | 64 | 63 | 51 | 52 | 52 | 28 |52.00 D
Festuca dolichophylla 13119 | 16 | 15 | 17 | 18 7 3 15 | 13.67 D
Muhlembergia fastigiata 0] 0] 9]3]0 0| 0| 0133 D
Calamagrostisvicunarum | 4 | 1 | 0 | 0 | 0| 2 |10 | 6 | 1 | 267 D
Trifolium amabile 8 19 8 1 1 16 9 17 | 36 | 12.78 D
Stipa ichu 0 0 1 0 0 0 0 0 0 | 011 PD
Aciachne pulvinata 4 10| 0|0 |4]0|0]O0]| 0089 I
Scirpus rigidus 5 4 1 4 0 2 4 0 0 | 222 D
Belloa piptolepis 3 8 3 0 0 0 0 1 1 (178 PD
Azorella compacta 4 0 4 7 5 1 0 6 0 | 3.00 [
Geranium sessiliflorum ojo0o|jo0o|3|0|O0]|]O0]| 0] O0]|O033 PD
Paraphelius ovatus ojoj|ojo|O0O|1|0]|O0]O0]|0N PD
Bidens andicola 0 0 0 0 0 0 10 9 17 | 4.00 PD
Suelo desnudo 2 1 1 0 1 0 1 0 0 | 0.67

Roca 1 0 0 0 0 2 4 0.78

Mantillo 2 0 0 2 8 6 2 3.22

Musgo 0 0 1 1 1 1 0 0.44

Total 100 | 100 | 100 | 200 | 100 | 100 | 200 | 100 | 100 | 100

Eg'r?]')ce devigor promedio | 4 75| 5 43| 3.14|2.77| 3 |3.26|4.19| 2.61 | 3.46| 49.22
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Anexo 8: Valores de Cu en suero sanguineo de alpacas en tres estados fisioldgicos

diferentes

ESTADO FISIOLOGICO
reparto | LCIOON | e
0.593 0.407 0.378
0.366 0.318 0.444
0.282 0.323 0.366
0.258 0.342 0.474
0.288 0.336 0.324
0.282 0.528 0.312
0.402 0.405 0.414
0.288 0.414 0.42
0.51 0.486 0.378
0.378 0.366 0.468
0.336 0.492 0.324
0.437 0.366 0.354
0.354 0.42 0.516
0.45 0.312 0.468
0.27 0.548 0.33
0.463 0.345 0.492
0.33 0.36 0.414

Test de tipo 3 para factor estado fisiologico:

Tests de tipo 3 de efectos fijos
Efecto Num DF | Den DF | F-Valor | Pr>F
Estado fisioldgico 2 32 0.88 | 0.425
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Anexo 9: Valores de Cu en suero sanguineo de alpacas madre vs sus propias crias

Cu (ppm)
LACTACION MADRE CRIA
0.407 0.324
0.318 0.228
0.323 0.222
0.342 0.468
0.336 0.293
0.528 0.528
0.405 0.306
0.414 0.18
Temprana 0.486 0.228
0.366 0.308
0.492 0.246
0.366 0.324
0.42 0.228
0.312 0.252
0.548 0.246
0.345 0.264
0.36 0.227
0.378 0.306
0.444 0.396
0.366 0.336
0.474 0.33
0.324 0.306
0.312 0.438
0.414 0.366
0.42 0.318
Tardia 0.378 0.318
0.468 0.372
0.324 0.372
0.354 0.36
0.516 0.372
0.468 0.402
0.33 0.414
0.492 0.402
0.414 0.468
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Anexo 10: Test de minimos cuadrados entre la interaccion madre y cria en la

concentracion de cobre en suero sanguineo

Interaccion 1 Interaccion 2 P-Valor
Madre-LTE Cria-LTE 0
Madre-LTE Cria-LTA 0.223
Madre-LTA Cria-LTE <.0001
Madre-LTA Cria-LTA 0.071
Cria-LTE Cria-LTA 0

Las muestras provienen de las mismas 17 alpacas en cada etapa fisioldgica con sus respectivas crias. LTE =
Lactacion temprana (10 dias después del parto). LTA = Lactacion tardia (167 dias después del parto en
promedio). Alpha = 0.05
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Anexo 11: ANOVA entre la relacién madre-cria en la concentracion de cobre en

suero sanguineo durante la lactacion temprana

Analisis de varianza

Suma de Cuadrado de la
Fuente DF cuadrados media F-Valor Pr>F
Modelo 1 0.00335 0.00335 0.4 0.5368
Error 15 0.12589 0.00839
Total corregido 16 0.12925
Raiz MSE 0.09161 | R-Cuadrado 0.026
Media dependiente 0.28659 | R-Sq Ajust -0.039
Coef var 31.97

Estimadores de parametros
Variable DF Est[mador del Error estdndar | Valor t Pr > Itl
pardmetro
Intercepto 1 0.20954 0.12389 1.69 0.1114
Madre 1 0.19353 0.30614 0.63| 0.5368
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Anexo 12: ANOVA entre la relacién madre-cria en la concentracién de cobre en suero

sanguineo durante la lactacion temprana

Fuente pF |Sumade Cuadradodela e vaior  [prs>F
cuadrados media

Modelo 1 0.00021703 0.00021703 0.09 0.765

Error 15 0.03514 0.00234

Total corregido 16 0.03536

Raiz MSE 0.0484 | R-Cuadrado 0.0061

Media dependiente 0.03514 | R-Sq Ajust -0.0061

Coef var 0.03536

Estimadores de parametros

Estimador del

Variable DF , Error estandar Valor t Pr > Itl
parametro

Intercepto 1 0.34624 0.07628 4.54 0.0004

Madre 1 0.05672 0.18635 0.3 0.765

Lactacion Tardia
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