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RESUMEN: La hipocuprosis bovina es una de las principales enfermedades nutricionales
que afectan al ganado en pastoreo. Observaciones preliminares realizadas en bovinos hi-
pocuprosos sugieren que el dario en la molécula de ADN podria ser una de las primeras con-
secuencias de la enfermedad. Dicho efecto podria verse relacionado con una disminucién de
la capacidad orgdnica antioxidante. El presente trabajo pretende establecer la existencia y
precocidad de aparicién del danio en el ADN (medido mediante el empleo del ensayo cometa),
y su vinculacién con la capacidad orgdnica antioxidante, valorada a través de la actividad
Cu/Zn-superoxido dismutasa y a través del indice de peroxidacion (IP) y composicién de dacidos
grasos de eritrocitos Cu-deficientes. Los resultados obtenidos demuestran un alto grado de
asociacion entre cupremia y dario en el ADN, concomitantes con un incremento en el porcentaje
de dcidos grasos saturados en glébulos rojos, indicando una alteracién oxidativa. La misma
no seria causada por la Cu/Zn-Superoxido dismutasa dada la lentitud en su afectacion. En
conclusién, la deficiencia de Cu provoca la produccién precoz de dario en la molécula de ADN,
participando probablemente en la génesis de dicho dario la alteracién de la capacidad orgdnica
antioxidante, la cual no estaria directamente relacionada con la actividad SOD.
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OXIDATIVE DAMAGE AND DNA DAMAGE
IN CATTLE WITH HYPOCUPROSIS

ABSTRACT: Hypocuprosis is the most widespread mineral deficiency affecting grazing cattle.
Preliminary reports suggest that DNA damage is one of the most precocious consecuences
of copper deficiency. This effect might be related to a decrease in the organic antioxidant
capacity. The present study was carried out to estabilish the existence and speed of DNA
damage measured by the comet assay. Besides, its relation to the organic antioxidant capa-
city (measured by the activity of Cu/Zn- superoxide dismutase), the peroxidative index and
fatty acid composition of eritrocytes were investigated. The results showed a high correlation
between cupremia and DNA damage, with an increase in the saturated fatty acid composition
of eritrocytes, suggesting the oxidative origin of the damage. However, the activity of Cu/Zn
superoxide dismutase may not directly related to oxidative damage because a low diminishing.
In conclusion, copper deficiency give rise to a precocious DNA damage, related to an alteration
in the antioxidant capacity, which was not directly associated to a SOD activity.
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INTRODUCCION

La hipocuprosis bovina es una de las
principales enfermedades nutricionales que
afectan al ganado en pastoreo en Argentina y en
el mundo. Por su alta incidencia es considerada
la segunda deficiencia mineral en importancia a
nivel mundial (1). En Argentina ha sido reportada
entre otras en las provincias de Cérdoba, Santa
Fe, Chaco, Formosa y Entre Rios (2), pero es sin
dudas en la cuenca deprimida del Rio Salado (Pro-
vincia de Buenos Aires) donde adquiere mayor
importancia, afectando normalmente a mas del
50% de los bovinos adultos criados en pastoreo
y hasta el 70% de los terneros (3).

Dentro del organismo el cobre (Cu) se halla
asociado a enzimas, las cuales estan involucradas
en numerosos procesos biolégicos vinculados con
el crecimiento y desarrollo, reproduccion y con la
respuesta inmune (3, 4). Durante la deficiencia
se produce la alteracion del funcionamiento de
estas enzimas (también denominadas cuproenzi-
mas), fendmeno que se vincula directamente con
la aparicion de los signos clinicos y subclinicos
de la enfermedad, entre los cuales los mas co-
munes son la despigmentacion del pelo, anemia,
fracturas espontaneas, degeneracion miocardica,
hipomielinizacién de la medula espinal, menor
performance reproductiva, alteraciones inmuno-
légicas y menores ganancias de peso (2, 5).

Una de las consecuencias recientemente
reportadas y estudiadas es la produccion de dafio
en el ADN durante la deficiencia de cobre. Dichos
trabajos incluyen desde observaciones realizadas
en cultivos de células deprivadas de Cu, hasta
ensayos en animales de laboratorio e incluso en
animales bajo condiciones de deficiencia natural
(6, 7, 8,9, 10, 11). El principal argumento uti-
lizado para justificar este fenémeno ha sido la
potencial alteraciéon de las defensas antioxidan-
tes naturales, producto de una disminuciéon en
la actividad de enzimas antioxidantes mayores
[como la Cu/Zn-superoxido dismutasa (Cu/Zn-
SOD))] y de enzminas antioxidantes menores
[ceruloplasmina (Cp)], concomitantes con un
efecto prooxidante derivado de la alteraciéon de
la funcion de la enzima de la cadena respiratoria
citocromo c-oxidasa (CCO) (12). Dicho argumento
ha sido ratificado en numerosas ocasiones por
el hallazgo de disminuciones en la actividad de
las citadas enzimas, asi como por la observacion
de lesiones oxidativas reportadas en diferentes
trabajos (12,13,14,15,16).

Observaciones preliminares realizadas en
bovinos en pastoreo durante el desarrollo de
la deficiencia de Cu sugieren que el dafo en la
molécula de ADN podria ser una de las primeras
consecuencias de la enfermedad (10), la cual se
presentaria con antelacion a la aparicién de los
signos clinicos y productivos de la enferemedad.
Por otra parte, existen evidencias de que dicho

efecto podria verse relacionado con una dismi-
nuciéon de la capacidad organica antioxidante
durante el desarrollo de la enfermedad. Por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo es estable-
cer la existencia de dano en el ADN en bovinos
cu-deficientes, la precocidad de aparicién de di-
cha alteracion y su vinculacién con la capacidad
organica antioxidante, valorada a través de la
actividad Cu/Zn-superoxido dismutasa (Cu/Zn-
SOD) y a través del indice de peroxidaciéon (IP)
y composicion de acidos grasos de eritrocitos
Cu-deficientes.

MATERIALES Y METODOS

Para establecer la asociacion existente en-
tre dafio en el ADN y la deficienciencia de Cu, asi
como su posible origen se realizaron tres tipos de
ensayos: a). ensayo A: Determinacion de dafio en
la molécula de ADN y asociacion con niveles de
cupremia. b) ensayo B: determinacién de la acti-
vidad de la enzima Cu/Zn-superoxido dismutasa
durante el desarrollo de la carencia y C) ensayo
C: Determinacion de alteraciones oxidativas.

Establecimiento y animales: para el de-
sarrollo de los diferentes ensayos se utilizaron
bovinos de rodeo general (ensayo A) y el rodeo
de bovinos de carne de la Estacién Experimental
“Chascomus” (Gobierno de la Provincia de Bue-
nos Aires) (ensayos B y C). En este ultimo caso,
se seleccionaran al azar 60 terneros, los que se
dividieron en:

Lote A: integrado por 30 animales identifi-
cados con doble caravana, que se utilizaron para
el estudio de las consecuencias de la enfermedad
(grupo de estudio) y Lote B (grupo control): inte-
grado por los restantes 30 animales, los cuales
se identificaron con doble caravana y se los su-
plemento regularmente con sales de Cu por via
parenteral (1 mg de Cu-Ca EDTA por kpv).

Muestreos: En todos los casos se obtuvieron
muestras de sangre por puncién yugular, las que
se recolectaron en tubos previamente hepariniza-
dos o tratados con EDTA segtin la determinacion
a realizar. En el caso del ensayo B los muestreos
se realizaron a partir de los 3 meses de edad y
hasta el destete (7 meses) cada 45 dias.

Disefio experimental

Ensayo A: muestras de sangre de 304
animales pertenecientes a diferentes estableci-
mientos ganaderos (n= 10) fueron utilizadas para
establecer la concentracion plasmatica de Cu
(cupremia) y el nivel de dafio en el ADN mediante
el empleo de la electroforesis en gel de células
aisladas (ensayo cometa, version alcalina).

Ensayo B: en 10 animales de cada lote se
realiz6 la determinacién de actividad Cu/Zn-
SOD cada 45 dias, asi como la concentracion
plasmatica de Cu.

Ensayo C: se obtuvieron muestras de san-
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gre de 10 animales pertenecientes al lote Ay 10
del lote B. Dichas muestras se utilizaron para
determinar la frecuencia de células con dafo en
el ADN, el indice de peroxidacién eritrocitariay la
composicion de acidos grasos eritrocitaria.

Determinacion de cobre en plasma:

La sangre fue centrifugada por 10 minutos
a 1500 rpm hasta la obtencién de plasma. Una
alicuota de plasma homogeneizada (1 ml) se des-
proteinizé en cantidades iguales con acido triclo-
roacético al 10 % (peso/volumen). La muestra se
centrifugé a 4000 rpm durante 10 minutos y en
el sobrenadante se midié la concentracion de Cu
en plasma por espectrofotometria de absorciéon
atéomica (EAA), empleando la técnica descripta
por Pipper y Higgins (17) en un equipo modelo
GBC 902, con llama de aire y acetileno, tipo
oxidativa y a 324.7 nm de longitud de onda. Se
preparé una curva de calibraciéon de tres puntos
(25, 50 y 100 pg/dl), empleando una mezcla de
agua desionizada y acido tricloroacético al 10%
en partes iguales como blanco y diluyente de los
estandares.

Determinacion de la actividad Superoxi-
do dismutasa eritrocitaria (SODe):

Se tomaron muestras de sangre utilizando
Na,EDTA como anticoagulante. Una alicuota
de 0,5 ml. fue centrifugada por 10 minutos a
3000 rpm, el plasma y la porciéon superior de
los elementos formes fueron retirados. El pellet
de glébulos rojos (GR) remanentes fue lavado 4
veces con 3 ml de una solucion de NaCl al 0,9 %,
centrifugando por 10 minutos a 3000 rpm luego
de cada lavado. Los GR lavados fueron lisados
mediante el agregado de agua desionizada helada.
El lisado de GR fue diluido 50 veces con buffer
fosfato (pH 7; 0,01 mol/]) y la actividad de la en-
zima fue medido usando un Kit comercial (RAN-
SOD, by RANDOX Laboratories). Los resultados
fueron expresados en unidades internacionales
por mililitro (UI/ml).

Determinacion de quimioluminiscencia
(QL) en globulos rojos:

La muestra de sangre fue centrifugada
por 10 minutos a 1000 gy a 4 °C. El plasma y
la porcién superior de elementos formes fueron
descartados. Los GR remanentes fueron lavados
3 veces en una solucion salina bufferada (PBS
SmM pH 7,4; 150 mM NaCl). El estudio se reali-
z6 mediante un sistema in vitro, dependiendo de
t- butyl hidroperoxido (tBH) (8 mM), en buffer
0,05 M fosfato pH 7,4 a 37 °C. De cada muestra
se midié hemoglobina y se estandarizé al 1,5 %.
El proceso fue cuantificado por emisién luminica
(18) en un contador de centelleo liquido Packard
1900 TR. La quimioluminiscencia fue determina-
da durante 60 minutos y cuantificada en cuentas

Hipocuprosis bovina

por minuto (cpm) cada 5 minutos. En todos los
casos se realiz6 en forma simultanea un blanco
sin tBH que fue considerado como nativo de cada
una de las muestras.

Determinacion de la composicion de aci-
dos grasos de globulos rojos: Los lipidos de las
membranas tanto nativas como peroxidadas en
las distintas condiciones experimentales se extra-
jeron por el método de Folch y col. (19), con BHT
al 0,01 % como antioxidante. Los acidos grasos
de las membranas se transmetilaron con triflo-
ruro de boro al 10% en metanol a 60 °C durante
una hora y los esteres metilicos se analizaron
en un cromatografo gaseoso GC-14 (Shimadzu).
Los picos se identificaron por comparacion con
los tiempos de retencion de estandares de acidos
grasos.

Determinacion de dano en el ADN en
leucocitos mediante el “ensayo cometa”:

La determinacion del dano en el ADN en
leucocitos se realizé de acuerdo con el protocolo
propuesto por Picco (20) con pequenas modifica-
ciones. Una alicuota de 15 ml de cada muestra de
sangre se separ6 inmediatamente después de la
extraccion y se almaceno6 en completa oscuridad y
a 4 °C hasta su llegada al laboratorio. Una vez en
el Laboratorio los 15 ml de sangre se mezclaron
con 75 ml de agarosa de bajo punto de fusion al
0,5 %, y se sembraron en un portaobjetos cubier-
to con agarosa de punto de fusiéon normal al 0,5
%. Se realizaron dos preparados por donante. Las
células se lisaron con solucién detergente (EDTA
100 mM, CINa 2,5 M, Tris 10 mM, Triton X-100 al
1 % y DMSO al 10%) durante al menos 1 horay
se almacenaron hasta la electroforesis. Antes de
la electroforesis, los preparados se equilibraron
en solucién alcalina (EDTA 1mM, OHNa 300 mM,
pH>13) durante 20 minutos para la desespiraliza-
cion del ADN. La electroforesis se realizo6 durante
30 minutos a 25 V y 300 mA. Inmediatamente
después, los preparados se neutralizaron me-
diante tres lavados con buffer Tris pH 7,5 cada
S minutos y agua destilada.

Los preparados se colorearon con una solu-
cion de SYBR Green I® (Molecular Probes) 1/1000
y se analizaron con un microscopio Olympus BX
40 provisto de lampara de mercurio de alta pre-
sién de 100 W (USHIO USH 102 D). Se utiliz6 una
camara Sony CCD para capturar las imagenes
y estas se guardaron y analizaron utilizando el
software Image Pro Plus®. Las células se clasifi-
caron en primera instancia como normales (con
nucleo redondeado) o anormales (con algiin grado
de migracion de ADN del nticleo). En un segundo
paso, las células anormales se clasificaron en
diferentes grados del 1 al 5. Finalmente el Indice
de dano en el ADN se calculo aplicado el modelo
descripto por Collins (21), donde la ausencia de
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dano se expresa como 0, siendo 400 el maximo
nivel de dano posible.

Analisis de los resultados:

Los resultados del ensayo A se evaluaron
mediante el analisis de regresion y correlacion,
mientras que la comparacién entre rangos de
cupremia se realizé mediante el analisis de la
varianza. Los resultados del ensayo B se evalua-
ron mediante un Analisis de Muestras Repetidas
dentro del General Lineal Model del paquete
estadistico SPSS 10.0. Se emple6 un ANOVA
Factorial Mixto o split-plot, utilizando al grupo de
origen (GS y GNS) como Factor Inter-sujeto y al
tiempo como Factor Intra-sujeto, representando
los muestreos los niveles de este factor. Las di-
ferencias entre medias dentro de los factores se
establecieron por Comparaciones Multiples. Los
resultados del ensayo C se evaluaron mediante el
analisis de varianza. En todos los casos se exigi6
una significacién estadistica del 5 % (p <0,05).

RESULTADOS

Ensayo A: Los resultados obtenidos al estu-
diar la relacion existente entre cupremia y dafo
en el ADN en leucocitos de sangre periférica se
presentan en la Tabla 1. En ella puede observarse
que valores bajos de cupremia se corresponden
con los maximos niveles de dafio en el ADN.

El analisis de regresiéon y correlaciéon re-
velo la existencia de una fuerte asociacion, de
tipo lineal (invertida) entre ambas variables (y=
0,0003x* — 0,0317x% +0,7711x + 63,103; RZ
0,9014; p< 0,01). El analisis estadistico realiza-
do para comparar los valores de dano en el ADN
obtenidos en cada rango de cupremia, permitio
establecer la existencia de 3 niveles de dafio en el
ADN, correspondientes a cupremias menores a 30

Tabla 1. Rangos de cupremia e indice de daino
en el ADN en leucocitos de bovinos con diferentes
niveles de cupremia.

Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas
entre rangos de cupremia (p< 0,05).

pg/dl de Cu en plasma (méaximo nivel de dafio),
cupremias entre 30 y 60 pg/dl (nivel intermedio)
y cupremias mayores a 60 pg/dl (minimo nivel
de dafo).

Ensayo B: La tabla 2 muestra los resulta-
dos obtenidos al evaluar el comportamiento de la
actividad Cu/Zn-SOD durante el desarrollo de la
carenciay la evolucion de los niveles de cupremia.
Como puede observarse, la disminuciéon de las
cupremias se acompanoé de una disminucion en
la actividad de dicha enzmia, pero dicha dismi-
nucién solo fue significativa al final del ensayo,
luego de tres meses de carencia y siendo los
animales hipocuprémicos severos por al menos
dos meses.

Ensayo C: Los resultados obtenidos al ana-
lizar el indice de peroxidacion y la composicion
de acidos grasos en globulos rojos de animales
Cu-deficientes se presentan en las tablas 3 y 4.
Previo a la realizacion de dichas determinaciones,
el analisis de células con dafo en el ADN realizado
en las mismas muestras revel6 un mayor numero
de células con dafio en los animales hipocupré-
micos con relacion a los controles (frecuencia de
dafo: 0,196 vs 0,144; X?=5,13; p= 0,023). El in-
dice de peroxidacion observado en glébulos rojos
de animales con y sin deficiencia (medido cada 5
minutos y hasta los 25 minutos), no arrojo dife-
rencias significativas, solo pudiéndose observar
una tendencia a un mayor nivel de peroxidacién
a los 5 minutos de iniciado el ensayo en los ani-
males con deficiencia de Cu (85 vs 100 cpm en
normo e hipocuprémicos respectivamente). La
posterior determinacién de la composicion de
acidos grasos de membrana tampoco arrojo dife-
rencias estadisticas significativas entre animales
normales e hipocuprémicos cuando se analizé a
cada acido graso en particular. Sin embargo, el
porcentaje de acidos grasos saturados totales
fue estadisticamente superior en los animales
hipocuprémicos (72,9 % vs 64,1% en hipo y
normocuprémicos respectivamente; p< 0.05), al
igual que la relacién acidos grasos saturados/in-
saturados (p< 0.05). Mientras que el porcentaje
de acidos grasos insaturados totales fue mayor
en los animales normocuprémicos (35,9 vs 27,06
%; p< 0.05).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente
ensayo permiten observar en primer lugar una
estrecha asociacion entre el estatus de cobre de
los animales (valorado segun la cupremia) y los
niveles de dano en el ADN. Dicha asociacion,
que se presenta como una correlaciéon inversa
entre cupremia y dafio en el ADN, muestra que
pequenas variaciones en el estatus de Cu pro-
ducen inmediatas consecuencias en la integri-
dad del ADN, pero ademas permiten reconocer
con claridad tres estratos de cupremia en los
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Tabla 2. Concentraciéon promedio de Cu (+ ES) en plasma y actividad
superoxido dismutasa eritrocitaria (SODe) en los grupos suplementado

(A) y no suplementado (B).

Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p< 0.05). Le-
tras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestreos (p< 0.05).

Tabla 3. Composicion de acidos grasos (%) en los eritrocitos de animales suplemen-

tados y no suplementados.

cuales el nivel de dafio en el ADN es alto (hasta
30 pg/dl de Cu en plasma), intermedio (30-60
ng/dl) y bajo (mas de 60 pg/dl). Permitiendo por
lo tanto, clasificar el estatus de Cu de los ani-
males solo conociendo los valores de dafio en el
ADN. Esta ultima agrupacién de las cupremias
es coincidente con aquella propuesta por Suttle
ya en 1983 (22) y reafirmada por Underwood y
Suttle en 1999 (4) (Hipocupremia severa= menor
a 30 pg/dl; hipocupremia moderada= entre 30 y
60 pg/dl; normocupremia= mayor a 60 pg/dl),
con la salvedad que dichos autores sugieren la
posibilidad de aparicion de consecuencias de la
enfermedad cuando el animal es hipocupremico
severo, mientras que segin nuestros resulta-
dos, considerando al dano en el ADN como una
consecuencia de la enfermedad, las alteraciones
provocadas por la deficiencia aparecen ni bien el
animal deja de ser normocuprémico.

En cuanto al origen de dicho dafo, hemos
especulado recientemente con el posible origen

Tabla 4. Indice de peroxidacién (cpm) en eritro-
citos pertenecientes a animales de los grupos
suplementado y no suplementados.

oxidativo, producto de las disminuciones en la
actividad de enzimas antioxidantes Cu-depen-
dientes (Cu/Zn-SOD y Cp) y Cu-influenciables
(GSHpx y catalasas), concomitantes con un
incremento potencial de la produccién de espe-
cies activas del oxigeno en la cadena respirato-
ria por disfuncién de la CCO. Dicho esquema
de produccion de dano oxidativo, desarrollado
ampliamente por Strain (12) para explicar otras
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consecuencias de la enfermedad, y apoyado a
partir de la informacion proveniente de ensayos
aislados o parciales, realizados mayoritariamente
in vitro (2,13,14,15,16,20) permiten suponer que
el dicho modelo de dafno oxidativo podria explicar
el origen del dafio en el ADN observado en bo-
vinos en condiciones naturales. Sin embargo, y
en contraposicién con dicho modelo en el cual se
le asigna un rol preponderante a la disminuciéon
de la actividad de la Cu/Zn-SOD, las evidencias
obtenidas en este trabajo sugieren que se re-
quieren varios meses de carencia (y por ende de
valores subnormales de cupremia) para que se
afecte significativamente la actividad SOD, lo cual
es coincidente con las observaciones realizadas
previamente por Boyne y Arthur (23), para los
cuales la actividad de dicha enzima solo se afec-
to tras un prolongado periodo de carencia y con
valores correspondientes a hipocupremia severa.
Pese a ello, los resultados obtenidos al evaluar la
composicion de acidos grasos en las células de
animales con y sin un adecuado estatus de Cu
sugieren la alteracion del estatus anitoxidante a
favor de una condicién prooxidante durante la
carencia de Cu. En dicho ensayo, concomitante
con un incremento en la frecuencia de leucocitos
con dano en el ADN, la composicién de acidos
grasos en eritrocitos revelo un mayor porcentaje
de acidos grasos saturados en aquellos animales
Cu-deficienctes. Simultaneamente, se observo
una mayor tendencia a la peroxidacién de aci-
dos grasos, lo cual es interesante ya que dada la
composicion de acidos grasos mayoritariamente
saturados, era esperable una menor capacidad
de peroxidacién, apoyando nuevamente la teoria
del estrés oxidativo durante la deficiencia. En tal
sentido, dado que la enzima CCO presenta un
umbral de proteccion mucho menor, con afec-
tacion de su funcionamiento en bovinos cuando
estos dejan de ser normocuprémicos, es proba-
ble que presente un rol central en la génesis de
dicho dafio (20). Otra enzima que podria tener
un rol clave es la Cp, la cual al igual que la CCO
presenta una inmediata disminucién en su acti-
vidad cuando disminuye la cupremia. De hecho,
la actividad antioxidante ferroxidasa de dicha
enzima posee una correlacién mayor al 93% con
la concentracion plasmatica de Cu (24). Estudios
realizados en individuos aceruloplasminemicos
demuestran que la falta de actividad Cp condu-
ce a una acumulacién intracelular de hierro y a
un incremento de alteraciones oxidativas (20).
Por otra parte, estudios realizado por este grupo
demostraron que durante la deficiencia de Cu se
produce un incremento en la frecuencia de abe-
rraciones cromosoéomicas (10) y que en la génesis
de dicho dafio intervienen no solo una lesién en
el ADN, sino también una incapacidad relativa
para reparar dicho dafo, especificamente una
incapacidad de reparacion del ADN en el periodo

G, del ciclo celular (25). Dicha observacion su-
giere un segundo factor posible para explicar la
aparicion de alteraciones en la molécula de ADN,
pero de ninguna manera puede excluir la teoria
del dano oxidativo, ya que Segtin Guetens y col.
(26) el principal efecto pernicioso del incremento
de la concentracién de EAO es ejercido sobre
las proteinas, agregando que las enzimas de la
reparaciéon no se encuentran exentas. Conclu-
yen ademas que el hecho de que normalmente
puedan detectarse productos de la oxidaciéon de
bases nitrogenadas indicaria que en condiciones
in vivo, dichas enzimas se hallan muy cerca de
su capacidad maxima de respuesta.

Por lo tanto, la deficiencia de Cu en bovi-
nos provoca la producciéon precoz de dafio en la
molécula de ADN, participando probablemente
en la génesis de dicho dano la alteraciéon de la
capacidad organica antioxidante. Sin embargo
futuros estudios deberan orientarce a establecer
el origen mono o multifactorial del dano en el
ADN, asi como su impacto en la capacidad pro-
ductiva, reproductiva e inmunolégica durante la
hipocuprosis bovina.
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