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ANLISIS DEL VALOR DE LA MEDICION DEL COBRE SANGUIHNEO EN LaA
PREDICCION DE HIPOCUPROSIS EN BOVINOS DE CRIA CON Y SIH
SUPLEMENTACION PARENTERAL DE COBRE, EN EL PARTIDO DE MAGDALEHNA.

RESUMEN. -

A partir de informes de la ocurrencia de hipocuprosis en una
vasta area conocida c¢omo cuenca del Rio Salado, se deci1diéd
emprender un estudio sistemitico orientado-al diagnéstico de esta

carencia mineral en bovinos del Partido de Magdalena.

La primera etapa del trabajo consistié en el estudio Y
comparacién de varias técnicas analiticas de de}ermlnacibn de Cu,
estableciendo la conveniencia del empleo de una técnica gue se
basa en la desproteinizacién del plasma con icido triclorovacético
al L0 %, sugiriéndose también un material apropiado para realizar
control de calidad. En é&sta etapa se estudiaron las diferentes
fuentes de error que se pueden presentar, tales comeo las
diferencias de concentracién de cobre existentes entre el plasma
y el suero, el efecto de diferentes anticoagulantes ¥ la
tnfluencia de los procesos inflamatorios de los animales sobre la

concentracién de cobre plasmatico.

En una segunda etapa se caracterizaron variaciones
estacionales de la cupremia de Dbovinos que no recibian
suplementacién mineral, indicando gue existe una mayor incidencia
de hipocuprosis durante la primavera vy el verano. La
suplementacién con cobre por via parenteral a animales
hipocuprémicos, no demostrd elevar el ritmo de ganancia de peso -
frente a testigos sin suplementacién. Se concluye que a pesar de
constatarsg hipocupremia de grado wvariable, no hay pérdidas
detectables de la productividad de!l ganado. De todos modos, se
recomienda la suplementacidén con cobre de los animales, en forma
profilactica, debido a que hay i1ndicios de la posible existencia

de dano bloquimico en lvs eritrocitos.,



ANALYSIS OF THE VALUE OF BLOOD COPPER MEASUREMENT IN THE
PREDICTION OF HYPOCUPRCSIS IN BEEF CATTLE WITH AND WITHOUT
FARENTERAL COPPER SUPPLEMENTATION IN THE FARTIDO OF MAGDALENA

(Province of Buenos Aires, Argentina).

SUMMARY. -

It was decided to start a study on hypocuprosis, oriented to
diagnosis problems. The study was carried cut in the Partido of
Magdalena, Province of Buenos Aires, since this Partido belongs
to a vast area Known as. "Cuenca del Rio Saiado". of which there

are numerous reports on the occurrence of hypocuprosis.

“The first stage consisted in the study of ’several analytic
tedhniques for copper measurement, establishing the. convenience
of wusing one thatAis based upon deproteinization of plasma
samples with triclorcacetic acid 10 4 It is also suggested to

use plasma alicuots to carry out dquality control.

In this first stage several sources of error were studied
l11Ke, the 1nfluence of sample selection between plasma and serum,
the effect of anticoagulants and the influence of inflammatory

processes 1n the animal on blood copper concentration.

In a second stage seasonal variations of bovine cupraemia,
were studied. As the animals under control did not receive any
mineral supplements, these fluctuations indicated a higher

incidence of hypocuprosis in spring and summer.

Parenteral supplementation of hypocupraemic animals did not

increase their weilight-~gain rate, compared with unsupplemented
animals, It was concluded that in spite of the presence of a
variable ‘degree of hypocupraemia, there was no detectable
productiogt loss in the studied cattle. Anyway, prophylactic

copper  supplementation of cattie 1s recommended since there ils



evidence of the possibility of the existence of biochemical

damage of erythrocite
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1. INTRODUCCION

Los problemas generados por la insuficiencia.de un mineral en
la dieta, no siempre son claramente visibles o detectables para
el clinico, ya que el organismo animal se adapta paulatinamente a
la baja disponibilidad del mineral, no presentando por ende,
s1gnos de enfermedad clinica. De alll.la necesidad de poner en
practica técnicas diagnésticas confiables para ia deteccion de la

Yy

entérmedad carencial desde sus estadios mas tempranos, ya que afln

en éste periodo ocasiona pérdidas econémicas en el rodeo.

La primera descripcién de la ocurrencia de hipocuprosis fué
realizada en ovinos por Bennets y Chapman en el ano 1937 en
Australia. De alli en mis, los informes de su ocurrencia se
multiplican y su estudio se extiende ademis a los bovinos (Dunlop
et al. 1939, BReck 1941, Cunningham 1950, Cunningham et al. 1853,
Dick 1954, Alexander y Harvey 1957, Field 1957, Mylrea 1958,
Thornton et al. 1966, Suttle y Field 1968, Thornton et al. 1972b,
Boi1la et al. 1934, McDowell et al. 1984).

2. OCURRENCIA

Como la mayoria de las enfermedades nutricionales, la
hipocuprosis posee un cariacter sumamente regional en las
presentaciones naturales (Thornton et al. i972a, Thompson y Todd

1976, Ward 1978, Boila et al. 1984). Esta deficiencia se halla
asoci1ada a suelos gue por sus caracteristicas geoldgicas, poseen
bajo <contenido de Cu (carencia simple) o 2imultineamente altos

contenidos de Mo (carencia condicionada). Esta caracteristica se



encuentra, por ejemplio, en regiones donde el suelo estad compuesto

por esquistcs negros maritimos del Periodo Carbonifero.

Ademas, el pH del suelo actia modificando la solubilidad del
Mo y del Cu, Yy por ende, determinando el grado de disponibilidad
del. elemento para su absorcién por. la planta. Asi, en suelos
acidos el Cu ser% muy solublé, mientra;rque el Mo lo seri poco,
ocﬁrﬁlendo 1o contrario en suelos alcalinos. A su vez, el pH del
suelo tenderi a ser mayor en zZonas anegadizas (Field 1957, Davies
y Baker 1974, Quiroga 1981, McDowell et ai. 1983).

Tambi1én se observdé que el contenideo de Mo y Cu en el forraje,
varia segin la estacidén climiatica considerada, elevandose la
concentracién de Mo hacia el verano, mientras que la de Cu
disminuia. Ademas,* las distintas especies .vegetales poseen
diférentes contenidos de Cu aprobechables para gl animal, si1endo
és{os, en lineas generales, mayores para las legumfnosas gque para
las gramineas (Field 1957, Fleming 1973, Gladstone et ai. 1975,
Grace 1975, Wiener y Woolliams 1983).

3. PATOGENIA

- - - —— -

El desarrollo®de la carencia de Cu, puede ser debido a que e;
alimento consumido no posee la cantidad minima de Cu para cubrir
los requerimientos diarios_del animal, 0 que el coeficiente de
absorcién (C.A.) del Cu sea tan bajo, que el animal es incapaz de

ab§orberlo de su medio intestinal..

Entre los factores gque disminuyen el C.A. del Cu se cita: el
tipo de alimento, el contenido proteico de la dieta (Seekles
1953, Christiansen et al. 1965, Kertschmer y Beardﬁley 1965,
Klopfenstein et al. 1966, Hartmans y Bosman 1970, Bryant 1977,
Ward 19786, ‘Ivan y Veira 19814, Ivan et al. 1986), elementos que
compiten Jpor los sitios de absorcién (Zn, cd, Fe, acido
ascérbxco{-(Hunt y Carlton 19653, Hill y Starcher 1965, Abdellatif

1968, Evans et al. 19704, Evans y Majors 1970, Fringle et al.



1973, Grace 1975, Humphries et al. 1981, Bremner et al. 1983),
consumo de tiérra (Field y Purves 1964, Healy 1970, Thornton
1974, Suttle et al. 1975) y la formacién de complejos insolubles
en el intestino (Cu-Mo-S8) gue no son absorbidos por el animal
(Smith y wWright 1975, Mason 1982).

Cualquiera fuere la causa, cuando\el suministro de Cu en la
dieta no cubre los requerimientos diarios, se .produciria un
agotamiento de las reservas organicas del elemento, hasta gque por
fin, cuando éstas se agoten se llegara a la manifestaci1én de una
enfermedad carencial {(Underwood 1977, Suttle 1978, Simpson et al.

1981, Suttie et al. 1982, Suttle 1983).

La carencia de Cu se manifiesfta como un proceso de tres
etapas, gue comiehza por el agotamiento d? las reservas
hepiticas, luego la disminucidén de las formas de'transporte de Cu
en ‘sangre y finalmente la reduccién de la concentracién de Cu en
fos te)irdos (enzimas tisulares que poseen Cuj). Esto ultimo, esti
relacionado con la disminucién de la productivaidad vy el

desarrollo de lesiones (Suttle 1983).

Para que exlistan manifestaciones clinicés de enfermedad
carencial, las reservas organicas de Cu deben llegar a un estado
de agotamiento tal, que los8 sistemas enzimaticos, en los cuales
participa el Cu, dejen de funcionar eficazmente. Estas enzimas
son sintetizadas en el seno de los diferentés tejidos, Yy reciben
el Cu de las fracciones circulantes en sangre, que a su vez es
aportado a ésta Gltima a partir del higado, gque es la principal
reserva organica de Cu (Allcroft y Lewis 1957, Field 1957, Milils
et al. 1976, Suttie 1980, Barry et al. 1983, Boila et al. 1984).

El cu pértlcipa en numerosos grupos enzimiticos a saber:
cerulopliasmina {Holmberg y Laurel 1954, Curzon y O’Re1lly 1960,
McCosKer 1961a, ©Osaki et al. 1964, Holtzman y Gaumnitz 1970,
Evans 1973L'Mills et al. 1976, Weiner y Cousins 1980, Mills 1983,
Weilner y Cousins 1483) , citocromo-C-oxidasa (Hil!l 1969, Dallman

Yy Goodman 1970, Goodman et al. 1970, Fell et al. 1975, Mills et



al. 1976, Lin y Lei 1981, Mills 1981), monoamino oxidasa (Coulson
y Carnes 1963, Chou et al. 1969, Mills et al. 19%6), tirosinasa
(Lerner y Fitzpatrick 1950}, superéxidodismutasa (McCord vy
Fridovich 1969, Leningher 1978, Andrewartha y Caple 1980, Jones Yy
Suttle ‘1981, McMurray et al. 1983, Asano y Hokar:i 1986) , lacasa,
ox1dasa del | acido ascérbico,. Jdehidratasa del acido
gamaaminolevulinico, ‘'dopamina-B-hidroxilasa y galactosa oxidasa.
El estudio bioquimico de éstas enzimas, ha aclarado muchos puntos
sobre la, aparicién de lesiones en las especies domésticas,
p051bi;itando también el desarrollo de técnicas diagnésticas, dque
se valen de. la actividad enzimadtica de protelinas portadoras de Cu
{Higgins et al. 1956, Evans 1973, Mills 1983, Blakley y Hamilton
1985).

4. -SIGNOS CLINICOS 5

El signo -mas caracteristico de la carencia de Cu en el

bovino, es la acromotriquia. La diarrea es de muy frecuente
aparicién sobre todo en la carencia condicionada de Cu, o]
Intoxicacién con Mo, mientras que los s1gnos clinicos mas

estudiados son la disminucidén de la ganancia de peso y la perdida
del estado general (Field 1957, Thornton et al. 1972a, Mills et
al. 1976, Humphries 1980, Hidiroglou 1381).

Cuando el balance negativo de Cu s3e mantiene durante un
tiempo prolongadg, se observa, mas frecuentemente en animales
ngenes, la aparicién ‘de claudicaciones, marcha envarada Yy
agrandamiento articular en carpo y tarso. En éstas condiciones es
factible también encontrar fracturas espontaneas por
debi1litamiento éseo (Mills et al. 1976, "Hidiroglou 19814, Jubb,
Kennedy y Palmer 1985).

En los altimos anos, se ha comenzado a discutir la
presentatién de hipocuprosis sin signos clinicos, denominindose a
ésta presentaci1én hipocuprosis de s1gnos subclinicos {Todd et

al.1967, Donaldson 1960, Howard 1970, Thornton et al. 1972a,

10



Poole et al,. 1974, Hunter 1977, Blood, Henderson y Radostits
1979, SButtle et al. 1980, Whitaker 1982, Gwyneth y Anderson 1943,
Mills 1983).

5. LESIONES ANATOMOPATOLOGICAS

e e me e e e e e = - —

En el bovino, la hipertrofia articular del carpo y tarso, se
debe princilpaimente al engrosamiento fibroso de la capsula
sinovial. Tambi1én ha sido informada la presencia de exéstosis

alrededor de las epifisis de los metatarsianos. Mediante estudios

histolégicos, se demostro la presentacién de osteoporosis
asocirada a la disminucidén de la actividad osteoblastica, con
incremento de la actividad osteocliastica en animales

hipocuprosos (Poole 1963, Mills et al. 1976, Suttle y Angus 1978,
N Yy
HiQiroglou 1980).

En el bovino, se han realizado hallazgos histoldgicos que
sugieren deficiencias en la formacidn de +fibras elasticas,
mientras que en ias aves y cerdos éstas lesiones se han

desarrollado experimentalmente.

En el intestino delgado se halla una atrofia de craiptas vy
vellosidades en ileon y yeyuno, encontrandose en las mitocondrias
alteréciones que van desde una leve tumefaccidon hasta una marcada
dilataciéon localizada de lag mismas (Fell et al. 1975). En ratas,
la hipertrofia cardiaca es un indice de carencia de Cu, que es
atribuible al aumento del volumen mitocondrial. En bovinos con
carencia simple de Cu, también se ha descripto hipertrofia
cardiaca (Hill 1969, Goodman et al. 1970, Mills et al. 1976,
Jones y Suttle 1981-1983, Suttle 1983, Jubb, Kennedy y Palmer

19895

En el bovino, no se citan cambios degenerativos en el sistema

nervioso gentral como los gue ocurren en el ovino.

i1



6. DIAGNOSTICO

e e

Para el diagnéstico de carencia de Cu, se puede recurrir a
dos métodos generales: el primero, la MEDICION DE Cu EN MUESTRAS
BIOLOGICAS provenientes de log animales afectados }Eden y Green
1940, Suttle y Field 1968), y el seguﬁdo, consiste en MEDIR LA
ACTIVIDAD DE METALOENZIMAS cuyo grupo prostético es el Cu,

Para fa MEDICION DE Cu EN MUESTRAS BIOLOGICAS se emplea:

Higado: es la de mayor confiabilidaa paré determinar el balance
organico de Cu del animal. Su contenido en Cu es
directamente proporcional al aporte de éste elemento en
la dieta -(Dick 1954, Field 14957, Haag y Adams 1958,
McCosker 1961b, MacPherson et al. ;964, Bellanger 1968,
Poole y Washle 1969, Evans 1973, Clayﬁoole et al. 1975,
Suttle et al.1980, Adamson et al. 1983, Mills 1983,
Suttle 1983, Wiener y Woolliams 1983, Woolliams et al.
1983, BlakKley y Hamilton 1985)

Felo: a pesar de ser una muestra de facil obtencidn Yy
conservac16n, presenta grandes dificultades para el
analisis e interpretacién de 103 resultados obtenidos
{Cunningham y Hogan 1958, AnKe 1966, O’Mary et al. 1970,
Combs et al. 1982).

Sangre entera: al medir la concentracién de Cu, se comete un

error de. estimaci1én ya dque evaluamos dos

ffacciongs diferentes al mismo tiempo, como son
el Cu plasmatico y el Cu eritrocitario

(Cunningham 1950, Suttle 1983).

Plasma: la importancia de ésta muestra como material diagnoéostico
radica en que la concentracioén de Cu plasmatico, €s un
parametro bastante confiable para estimar el contenido
de: Cu hepatico, sobre todo a valores de Cu plasmatico
PBJOS (Qubler et al. 1953, Scheimberg y Sternlieb 1960,
Hcdosker 1961bh, MacPherson et al.' 1964, Bingley vy
Anderson 1972, Smith y Wright 1975, Paynter 1982,

ie



Blakley y Hamilton 1985),

Eritrocitos: la concentracién intraeritrocitaria de éste catién,
aparqnge@ente se: f£ija a'l momento de formarse el
eritroc¢ito, de ‘acuerdd a la concentracién de Cu
plasmiatico. Por Ho tanto, responderi con mayor
lentitud. a las variacféngsvﬁé concentracién de Cu
en’ el plasma (SUttle\y‘;;éld':igbe, Evans 1973,
Andrewartha y Caple 1980, Bap?y‘et al. 1983).

Para la MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE METALOENZIMAS, la enzima
mis estudiada con fines de diagnéstico es la ceruloplasmina
oxidasa (Holmberg y Laure! 1951, McCosKer 196ib, Evans et al.
4970b, Holtzman y Gaumnitz 1970, Ashwell ¥ Morrel 1974, Lorentz y
Gibb 1975, Marcilese et al. 1976, Frieden 1979, Mahmoud y Ford
1983. Suttle 1983, FBlakley y Hamilton i985), Tambxén es utilizada
,para la estimacién de }as reservas orginicas de Cu, la actividad
de la enzima citocromo-C-oxidasa, 'd§ la superdxidodismutasa
‘(Andrewartha y Caple 1980, Suttle- y'McMurray 1983) y de la
monoamino oxidasa (Mills et ail. 1976) La act1v1dad de éstas
enzimas dependeri de ilas reservas hepatlcas de Cu.

1
En Ilineas generales, el contenido de Cu de una ﬁuestra

bioldgica, puede ser medido por colorimetria '? por

espectrofotometria de absorcién atémica,

La colorimetria emplea complejantes orginicos que al unirse
al Cu cambian de cqlor. La intensidad de ése cambio, responde a
ia, ley de Lamber y Beer, .y es medida con un fotocolorimetro o un
espectrofotémetre wultravioleta como cambios de densidad é&ptica,
que seran prqporcionales a la concentracién de Cu presente en la
‘muestra (Borchardt y ‘Butler 1957, Butler y Forbes 1965, Zak 1958,
Silva 1974).

La espectrofotometria de absorcién atémica, empiea como
principio de medfcién la cualidad que poseen ' los elementos de
absorber y emitir luz, en un espectro caracteristico para cada

elemento. Las wventajas gque presenta &sta técnica, frente a las
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complejant.es

coiorimétricas son: menor preparacién de la muestra a analizar
mayor prapideéz de Iectura,‘ menor costo por cada muestra analizada
y excelente precisién (Piper y Higgins 1967, Blomfield y Macmahon
1969, Heineman 1972, Smith y Wright 1975, Bremner y Young 1978,
Armannsson 1979, Lawrence Yy Phillippo 1980, Taylor y Bryant 1981,
Boila et al. 1984).

T. TRATAMIENTO

—— e e = —— o —

Siendo la carencia de Cu provocada por la escasa cantidad de
Cu en el alimento, o por la interferencia producida por el Mo, la

solucidn ovbia es suministrar Cu al animal. Los métodos empleados

son:
- Fertllizar la tierra de pastoreo con sulfate de Cu
{Underwood 1981). ’
-~ Suplementar el alimento concentrado con cantidades
adecuadas de Cu.
- Poner a disposici16n de los animales sales de Cu .para
c¢onsumo ad libitum (Underwood 1981).
- Suministrar productos de aplicacién ) parenteral
periocdicamente {Camargo et al. 1962, Mallinson et al.
1980, Suttle 1980, Allen y Moore 1983, Mahmoud y Ford
1983, Suttle 1983).
- Suministrar Cu en el agua de Dbebida {Humphries 1980,
Farmer 1983, Humphries et al. 1983).
- Suministrar Cu en forma de agujas de 6éxidoe de Cu
. (MacPherson 1983, Deland et al. 1986).
B.~- TRABAJO EXPERIMENTAL. -
En mgfhos de los partidos comprendidos en la cuenca del Rio
Salado, Provincia de Buenos Aires, se ha descripto la ocurrencia
de hipocuprosi1s (Quiroga, 1981). A &stos informes se suman los
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diagndésticos clinicos de los Médicos Veterinarios que trabajan en
dicha area. A partir de éstos informes, se deci1d1d emprender un
estudio sistematico de la citada enfermedad en el partido de
Magdalena, pertenecliente también a la cuenca del Rio Salado. El
proposito de dicho estudio fué, en primera instancia, comparar
varios métodos de medicidn de Cu mediante espectrofotometria de
abhsorcion atémich, empleados para el diagnéstico de hipocuprosis,
a los fines de constatar si1 los resultados hallados <con cada
tecnica son comparables entre si. También se prestd atencién a
las diferentes variables que afectan la determinacién de Cu en
sangre.’” En una segunda instancia, se comprobé si exi1stia una
mayor i1ncidencia de 1a afeccién carencial en alguna época del arno
Yy 1 la suplementacién con Cu de los animales afectados aumentaba

ia ganancia de peso 'diaria.

. Y
Los objetivos que se establecieron para ! estudio de ésta

enfermedad se detallan a continuacidn:

i.~ Ensayar y comparar los resultados de dos técnicas analiticas
de rapida ejecuc1én para Cu, por medio de espectrofotometria de
absorcidén atomica. La primera, implica un paso de
desproteilinizacion con acido tricloroacético a diferentes

concentraciones, y la segunda, una simple dilucién del plasma con

agua desionizada.

2.- Estudiar las diferentes fuentes de error que afectan la
medicién de Cu sanguineo y gque influyen sobre el valor de éste

examen complementario en el diagndstico de hipocuprosis.

3.- Poner en practica un control de calidad de laboratorio que

agsegure la uniformidad de los analisis.

4,~ Constatar en un establecimiento, a través de un muestreo
periodico c¢con una duracidén de tres afos, la presencia de
vari1aciones estacionales de la concentracidén sanguinea de Cu, y

por ende, de trastornos deficitarios



5.~ Corroborar a través de un muestreo peridédico con una duracidén
de un ano, en dos establecimientos diferentes al establecimiento
empleado en el objetivo 4, 31 las conclusiones halladas en el
objetivo anterior pueden emplearse como generallzacidén para ta

zona en gue se realiza el estudio.

6.- Realizar cuatro ensayos de ganancia de peso en animales de
los establecimientos 1nvolucrados en el proyecto. El objetivo es
medir la respuesta ante la suplementacién con Cu, de animales de

diferentes edades:

A: animales de dos meses de edad

B: animales de mas de seis meses de edad
(destetados)

C: animales de mas de 15 mesgs de edad (primer
servicio)

D: animales adultos de segunda barlcién 0

mayores.

A los fines de exponer con mayor cl;ridad los métodos
empleados y los resultados obtenidos en ias diferentes tareas
realtizadas, hemos dividido el tratamiento de la secciéon trabajo
experimental bajo si1ete titulos, gue sSe corresponden a los se1ls

ob}etivos enuncirados, como se detalla en los parrafos si1gulentes.

El trabajo experimental concerniente al objetivo 1 se halla
bajo el titulo: "COMPARACION DE DOS TECNICAS ANALITICAS DE RAPIDA
EJECUCION PARA LA MEDICION DE COBRE PLASMATICO MEDIANTE
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA".

El trabajo experimental concerniente al objetivo 2 se halla
bajo los titulos: "DIFERENCIAS DE CONCENTRACION DE COBRE EN
MUESTRAS' DE PLASMA Y SUERO"

"INFLUENCIA DE DOS ANTICOAGULANTES SOBRE LA
CONCENTRAEC.ION DE COBRE EN MUESTRAS.DE PLASMA"

"EFECTOS DE LOS PROCES0OS INFLAMATORIOS SORRE
EL COBRE PLASMATICO".
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Para el objetivo 3 el trabajo experimental se halla bajo el
titulo: "EMPLEO DE PLASMA O PLASMA DESPROTEINIZADO COMO MUESTRAS
ALTERNATIVAS FPARA REALIZAR CONTROL DE CALIDAD DE DETERMINACIONES
DE COBRE MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA DE AEBSORCION ATOMICA".

.

Los resultados obtenidos para cumplir con los objetivos 4 vy
S se describen bajo el titulo: "VARIACION ESTACIONAL DE LA
CONCENTRACION DE COBRE EN FLASMA Y ERITROCITOS EN BOVINOS DEL
PARTIDO DE MAGDALENA".

For altimo, el trabajo experimental correspondiente al
objetive 6 se halla desc¢ripto bajo el titulo de “"EFECTOS DE LA
SUPLEMENTACION PARENTERAL CON COBRE SOBRE LA GANANCIA DE PESO
DIARIA EN BOVINOS DE DIFERENTES EDADES". ?

Al finalizar la seccidén trabajo experimental, se hallan las
conclusiones generales, que sumarizan eal tratamiento de los

resultados obtenidos en la totalidad de las tareas emprendidas.

i. COMPARACION DE DOS TECNICAS ANALITICAS DE RAPIDA EJECUCION
PARA La MEDICION DE COBRE PLASMATICO MEDIANTE
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA. -

INFRODUCCION

Se realizaron dos experiencias a los fines de conocer con
exactitud si es posible comparar los wvalores hallados con
diferentes técnicas de medicidn de Cu, mediante
espectrofotometria de absorcidén atémica (EAA). La primera, para
corroborar -si se presentan diferencias de medicidén de una misma

muestra de plasma cuando se la desproteiniza con dcido

.,
e

tricloroacético a distintas concentraciones (Bremner y Young

1978, Piper y Higgins 1967), vy la segunda, para observar si hay
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diferencias en los resultados cuando se analiza una muestra de
Plasma mediante desproteinizacidéon o mediante dilucién con agua

bidestilada (Boila et al. 1984, Tsalev 1984).

MATERIALES Y METODOS

Las nmuestras ensayadas congistieron en dos "pools" {pool:
conjunto de muestras mezcladas y homogeneizadas) de plasma
bovino, obtenide por centrifugacién de muestras de sangre

heparinizada.

Ensayo i1: A los fines de comparar si1 la concentracion de ac. TCA

empleado para la desproteinizacién del plasma tiene alguna

influencia sobre el resultado final, se desproteinizaron con Ac.
TCA a las concentracilones de 285, 20, 10y 5 %, muestras por
triplicado extraidas de dos "“pools" de plasma bovino.

Las muestras de plasma se procesaron de acuerdo con el método

de FPiper vy Higglins (1967).

Ensayo 2: Para establecer una comparacién entre los resultados
obtenidos entre la .técnica de medicién de Cu mediante
desproteinlizacion con i3¢.TCA al 10 %, y aquélla que recurre a la

dilucien de la muestra de plasma con agua bidestilada 1:3 plasma

enn agua, se analizaron mediante las dos técnicas muestras por
triplicado extraidas de dos "pools" de plasma bovino. En éste
Gltimo emnsayo, se emplearon procedimientos de recuperacién de

agregados estandar para comprobar la eficacia de los métodos.

El anilisis estadistico de los datos se realizé mediante la

prueba de Student.

RESULTADOS

En el ensayo 1, no se encontraron diferencias significativas
mediante la prueba de Student, entre la concentracidén de Cu en
los sobrenadantes de los desproteinizados de plasma, realizados
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con las cuatro concentraciones de acido citadas (Tabla 1).

En el ensayo 2, no se encontraron diferencias significativas
mediante la prueba de Student entre las concentraciones de Cu de
las muestras de plasma analizadas por ambas técnicas
desproteintzacidn con ac. TCA 10x y dilucién con agua
bidestilada 1:5. La recuperacién del Cu agregado a las muestras,
fue bueno para ambas técnicas (Tabla 2).

-
’

DISCUSION Y CONCLUSIONES

De nuestros resultados, se deduce gque una concentracién de iac.
TCA 10 % p/v es suficiente para la desproteinizacién de plasma
destinado a la determinacién de Cu, ho existiendo motivos para la

utilizacion de concentraciones mas elevadas.

Dé la comparacién de las técnicas de dilucioén con agua y de
desproteinizaci16n con ac.TCA, concluimos que para e! analisis de
Cu plasmatico es indistinto qué técnica se emplee ya gque los
resultados comparativos Y las pruebas de recuperacién son
satisfactorias para ambas. Ademis, los resultados de mediciones
de Cu en plasma, realizados mediante»desprbtelnizacién con ac,TCA
de concentraciones entre 25 y 10 %, son perfectamente comparables

entre si (Taylor y Bryant 1981, Tsalev 1984).

2. DIFERENCIAS DE CONCENTRACION DE COBRE EN MUESTRAS DE PLASMA Y
SUERO. -

INTRODUCCION.

Para el diagnéstico de la deficiencia de Cu se ha empleado

desde hace mas de 30 anos, la medicién directa de Cu en muestras
de sangre. Se emplearon alternativamente como muestras de
eleccidn, sangre entera, plasma y suero (Paynter 1982, McMurray
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et al. 1983, Blakley y Hamilton 1985). Ya gque ez de tundamental
importancia para el diagnostico de la hipocupros:is 1a medicidédn de
Cu en la sangre, y que la eleccién de la muestra (plasma o suero)

es de gran 1mportancia, se decidié investigar el problema.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron 86 pares de muestras‘de sangre Dbovina en

sendos tubos, con heparina (143 UlI/5 ml) y 8in el agregado de
anticoagulante, para la obtencién de plasma Yy suero
respectivamente. La concentracidén de Cu, se determiné mediante

EAA de acuerdo con el método de Piper y Higgins (1967).

Con los datos obtenidos se calculd el grado de correlacion Yy

la correspondiente nrecta de regresidn.

RESULTADOS
La <correlacién de los 86 pares de muestras fué r= 0, 9113
Fe, O1 ) b'a la recta de regresidén y=2,72 + 0,78 x X, si1endo

y: concentracién de Cu en suero en ug/dl vy X: concentracién de Cu

en plasma en ug/dl (grafico 1t).
DISCUSION Y CONCLUSIONES

Si bien existe un alto grado de correlacion entre la

concentracién de Cu plasmatico y Cu sérico,- pensamos gque la
mufstra de eleccidn , siempre que sea posible, debe ser el
plasma, Yya que la conversién del valor sérico al correspondiente

valor plasmatico lleva implicito un pequedo error (Paynter 1982,
McMurray et al. 1983, Blakley y Hamilton 1985).



3. INFLUENCIA DE DOS ANTICOAGULANTES SOBRE LA CONCENTRACION DE
COBRE EN MUESTRAS DE PLASMA. -

INTRODUCCION

N

L]

Cuando se realizan anidlisis de microelementos en el plasma,
es conveniente tener en cuenta las posibles fuentes de error o
contaminaqlén que puedan alterar el valor de las mediciones
(Tsalev iga4). Para el caso del analisis de Cu, no existe
informacién respecto de fa influencia que podrian tener los
anti1coagulantes sobre la concentracioén del mismo, por éste
motivo, 3e realizdé una comparacion entre los efectos de los dos
anticoagulantes mas empleados, heparina y la_sal disédica del

3cido etiléndiaminoietracetico (EDTA).
MATERIALES Y METODOS

Se procedié a la obtencién de 9 muestras de sangre de bovino,
por duplicado, en sendos tubos con heparina (143 UI/5 ml) o EDTA
(1 mg/ml ), determinandose la concentracién de Cu plasmitico
mediante EAA por la técnica de Piper y Higgins (1967).
RESULTADOS

Las diferencias presentes entre todos los pares de muestras
son menores al 9, 96% gque es la precisidén de la determinacién de

Cd hatlada en nuestro laboratorio. Tampoco se observa ninguna

tendencia de los valores (Tabla 3).
DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las diferencias registradas entre la concentracién de Cu en
las muestrés obtenidas con los dos anticoagulantes, no indican

influencira alguna de éstos Ultimos sobre la concentracién de Cu.

El empleo de cualquiera de los anticoagulantes, heparina o
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EDTA, es aconsejable para la obtencién de plasma para el analisis

de Cu por EAA.

' EFECTOS DE LOS PROCESOS INFLAMATORIOS SOBRE EL COBRE
PLASMATICO. -
INTRODUCCION
Existe evidencia de gue los procesos inflamatorios en

rumiantes elevan la 'cupremia al actuar como estimulo de la
sintes1s vy liberacién de la ceruloplasmina (McCosker, 1961 a,

Weiner 1980).

Durante el curso de una experiencila en la &ue se intentaba
comprobar el efecto de las sales inyectables de <Cu sobre la
ganancia de peso vivo, se observé gue se producia una elevacién
de la cupremia en animales sin tratamiento después de haber

sometido a los mismos a una vacunacién antiaftosa.

Para corroborar si la elevacidén de la cupremia podia deberse
al estimulo provocado por {a vacunacién, gque actuaria como un
irritante leve, se procedié a realizar el presente ensayo (Schalm

1964).

MATERIALES Y METODOS
*

Se emplearon 10 bovinos de cria que fueron sangrados el dia 0
{previo al tratamiento). FPosteri10ormente 5 de ellos fueron
ihocuiados con % ml de vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso.
Transcurridos 30 dias, se procedidé a sangrar nuevamente los
animales. Sobre las muestras de sangre, se mididé Cu plasmitico
por EAA medirante la técnica de Piper y Higgins (1967).

El aﬁé]isis estadistico de los datos se realizé mediante la

prueba de Student.
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RESULTADOS

Al cabo de 30 dias, la cupremia de los animales del Erupo
tratade fué significativamente superior (T 2,55 P< 0,05 > 0,02) a

la de!l grupo testigo (Tabla 4).
DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo a nuestros resultados, luego de la vacunacidn
antiaftosa con adyuvante oleoso, pueden registrarse ‘incrementos
de la cupremia que alteren el valor diagnéstico de ésta medicidn.
Es decir, gue aun con bajas reservas hepaticas de Cu, los
procesos inflamatorios pueden provocar una mov1lizac16n del Cu
hepatico en forma de ceruioplasmina, creando una elevaci1én del Cu
plasmatico que en ése cas30 no sera representativo de la reserva

hepatica presente (McCosker 1%96ia, Evans 1973}).

5. EMPLEC DE PLASMA O FLASMA DESPROTEINIZADO COMO MUESTRAS
ALTERNATIVAS PARA REALIZAR CONTROL DE CALIDAD DE
DETERMINACIONES DE COBRE MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA. -

INTRODUCCION

» En  nuestro medioh no- se halla disponible ningun material
de control apropiado para el control de determinaciones de Cu en
muestras de plasma, por lo tanto se decidid ensayaf dos
materiales ,alternativos, plasma bovino y plasma bovino
desproteinizado con ac,TCA 10 4 p/v.

MATERIALES, Y METODOS. -

Como material control se empled un "pool" de plasma bovino,
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gque se fraccionéd en alicuotas de 4 mi, que se rotularon Y

congelaron a -20 °cC.

El otro material control empleado fué un " pool" de plasma
bovino desproteinizado con ac.TCA al 10 %« p/v, 1+1 plasma vy
acido, que se fracciond en alicuotas de 4 ml, ‘'que se rotularon y

~

congelaron a -20"9¢C.

En 20 ocasiones diferentes se descongelaron: un vial
conteniendo plasma y otro conteniendo plasma desproteirnizado, de
aqui en mas C .plasma y C TCA respectivamente. El contenido de Cu

del C plasma se halldé tratando a éste control como wuna muestra
mis de plasma en la serie analitica, ¥ la concentracion de Cu del
C TCA se hallé de la misma forma pero omitiendo el paso de
desproteinizacién de* la muestra, El método de analisis fué el de

Y

Piper y Higgins (1967) para EAA.

RESULTADOS

Los resultados del ensayo se exponen en tabla 5. Estos datos
indican que la precisién del método analitico, a juzgar por el C
plasma es de +/- 9,96 %, mientras que si la juzgamos por el £ TCA

es de +/- 12,84 % para un limite de confianza del 95 %
DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo a lo informado por Piper y Higgins (1967), la
prgcisién del método de medicién es del +/- 8 %4 para una
confianza del 9% %, tcifra cercana a la arrojada por el C plasma.
Debido a ésta coincidencia y a qué el C plasma fué el que mis
bajo CV demostrsd, se selecciéno dste material como el mas

apropiado para relizar control de calidad.

El plasma bovino fraccionado en viales de polietileno Yy
conservadgo a -20 °C, es un material apropiado para el control de
calidad de determinaciones de Cu, poseyendo una estabilidad de

por lo menos {1 ano (Westgard et al. 1981).
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6. VARIACIOM ESTACIONAL DE LA CONCENTRACION DE COBRE EN PLASMA Y
ERITROCITOS EN BOVINOS DE CRIA DEL PARTIDO DE MAGDALENA

{Frovincia de Buenos Aires).-

INTRODUCCION

La cantidad y calidad de alimento que recibe un bovino en

pastoreo, varia debido a los cambios de composicién de. los
vegetales forrajeros que ocurren a lo largo del- ciclo anual. Por
éste motivo, algunos déficits o excesos nutricichales pueden

adoptar una presentacién estacional que coincide con determinadas
céracteristicas que los vegetales adoptan durante una épocca del
ano (Field 1957, Thornton 1974, Suttle et al. 1975, Ivan y Veira
1981, McDowell et al’ 1984). g

‘En el presente estudio, se decidié realizar un seguimiento de
15 bovinos desde el destete y por un periodo de 3 anos, para
comprobar s1 existian variaciones espontaneas de la cupremia a lo
largo del aAn0. Para corroporar si el comportamiento de la
cupremila observado en el primer seguimiento no era un tenémeno
que afectaba 3610 al primer establecimiento, se realizaron 2
seguimientos adicionales en otros dos establecimientos de la

misma area, empleando en cada caso también 15 animales.

MATERIALES Y METODOS

y Se seleccionaron tres establecimientos del partido de
Magdalena (Provincia de Buenos Aires) gque realizan c¢ria de
bovinos: "El Bagual" S.A. (575 Ha.), "El Coraje"™ (465 Ha.) vy
"Rutam" S.A. (2025 Ha.).

En el establecimiento “El Bagual", se seleccionaron {5
terneras de destete en marzo de 1984, Y que se identificaron
mediante .Laravanas numeradas, Los animales fueron sangrados,
pesados y" examinados clinicamente a intervalos periédicos {no

mayores de 3 meses), hasta el dia {2/3/87 completando asi 3 aros
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de seguimiento.

En ‘los establegimientos “"EL CORAJE" y "RUTAM" S.A., se
seleccionaron en cada uno 15 wvacas de segunda‘ paricién o
mayoresg, las que se i1dentificaron con caravanas numeradas, ‘se
pesaron, se sangraron y se examinaron~clin1camente en ideénticas
‘condiciones a' lo descripto para el establecimiento "EL
BAGUAL"S.A ., pero durante el periodo comprendido entre el

11/12/85 y el 12/3/87.

Les animales empleados, se encontraban sobre praderas

naturales y no recibieron mezclas minerales o concentrado.

En las muestras de saﬁgre, se mididé hemoglobina por el método
de <cianometahemoglobina, hematocrito por miﬁrohematocrmto Y
coqcentra01én de Cu en sangre entera y en plgsma mediante el
método de Piper vy Higgins (1967). La concentracidéh de <Cu en
eritrocitos, se calculs &a partir del valor hematocrito vy

concentracién de Cu en plasma y sangre entera.

Se establecié el grado de correlacién entre el contenido de
Cu de los eritrocitos y el del plasma, calculando también su

si1gnificacion.
RESULTADOS

En el grifico 2, se presentan los resultados de concentracién
de, Cu en plasma obtenidos durante los 3 afos de observaciones

realizadas en el establecimiento “"EL BAGUAL" S.A.

La cupremia oscilé a lo largo de los periodos 84/85 y 485/86,
presentando valores superiores a 60 ug/dl durante e! 1nvierno Yy
principio o fines del verano, y cifras inferiores a 60 ug/dl
durante la primavera. Para el periodo 86/87, no se reglstrd la
elevaciénvpe ia cupremia durante el invierno, pero si existid una
rebuperac1gn de ésta durante el verano. También hay que destacar,

que con los =ucesivos periodos de observacién, se detectd un
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descenso del! promedio anual de cupremia.

En el grafico 3 observamos los resultados obtenidos en los
establecimientos "RUTAM" S.A. y "EL CORAJE", superpuestos a los
resultados del establecimiento "EL BAGUAL" S.A. para el periodo
1,86 - 3,87, a los fines de comparacién. En éstos dos
establecimientos, también se observa una marcada tendencia de los
valores de CuP'a descender a cifras de hipocupremia hacia los
meses de octubre-noviembre, aunque los animales del
establecimiento "RUTAM" S.A. alcanzaron el minimo valor

registrado en agosto.

En 1los graficos 4, 5 vy 6, -se observan las relaciones
existentes entre la concentracién de CuP y la de CuE para cada
uﬁo de los establecimientos.

De 32 observaciones realizadas, sé6lo en 6)oportunidades el
CuE fué menor al CuP. El grado de correlacién entre los dos
parametros anteriores fue de : r= 0,29 , con una significacidén
sumamente alta pP<0, 001. De acuerdo a éstos datos, la

concentracidén de Cu del eritrocito dependeria de la concentracién

de Cu en plasma en alguna forma. Asi, cuando la concentracidén de
Cu en plasma desciende, el Cu contenido en elderltrocito tambl1én
1o hace.

DISCUSION

Para que un an@mal maniéieste signos clinicos de hipocuprosis
-depe primero recorrer dos etapas que son : i~ agotamiento de las
reservas hepaticas y 2- agotamiento del CuP. Para ésto se debe
establecer un balance negativo de Cu, el gque segun datos
experimentales, debe durar casi 7 meses antes de la aparicién de
ios primeros'signos ¢linicos (Mills et al, 1976) cuando se trata

de una carencia simple.

Cuando el balance negativo de Cu ocurre solamente durante

clertos periodos del ano, el animal puede recuperar parte de sus

reservas hepaticas en las épocas en gque el contenido de Cu del
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forraje que consume cubra los requerimientos diarios. De asta
tforma, es posihle gue los bovinos no padezcan hipocuprosis
ciinica, en la mayoria de los casos, debido a Qque no llega a
completarse la 3er etapa del desarrollo de la carencia, gque es el

agotamiento de las enzimas tisulares.

~
L]

De los 3 establecimientos estudiados, s6lo en "EL BAGUAL"
S.A. se registraron en los animales periodos de hipocupremia (CuP
<60 ug/dl) de duracién superior a los 7 meses. Aan asi, éstos
animales ~no mostraron evidencia clinica de padecer carencla de

Cu,

For consiguiente, la situacidon de los animales en los tres
establecimientos es la de presentar hipocupremia durante la
primavera, para Eecuperarse durante el otpho-invierno. Es
fagtible también que <con los sucesivos 'ciclos, los bovinos

desarrollen wun déficit <cada vez mayor Yy que 3us reservas

hepiaticas puedan llegar a agotarse en forma mas o] menos
permanente. La falta de signos <clinicos en éstos ualtimos
animales, hablarfia a favor de un cilerto grado de adaptacion del

organismo a ésa condicién. Probablemente, parte de ésa adaptacidn
sea debida a la reduccidén de los requerimientos diarios de Cu al
alcanzar Ia talla adulta el animal Yy desaparecer los

requ2rimientos de crecimiento.

De acuerdo con los datos bbtcnidos, la concentracién de CuE
depende de la concentracidén de CuP. AsT, a bajos niveles de CuP

"ser encuentran niveles igualmente bajos de CuE.

El Dbajo indice de correlacién hallado entre el CuP y el CuE
(r= 0, 29), puede ser debido a gque la concentracién de Cu dentro
de un eritrocito refleja el nivel de CuP del momento en que ésta
célula abandoné la médula'éseag Ya que una vez en la circulacién
no renovari su contenido. Entonces, en la circulacién se tendra
una poblwacidén de eritrocitos (vida media en el bevino 135-162
dias) de diferente contenido de Cu, de acuerdo con los niveles de

CuP rei1nantes en el momento de su formacidn.
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CONCLUSIONES

Se podria decir que nos hallamos frente a animales que solo
transitan ias dos primeras etapas del desarrollo de la carencla
de Cu, sin llegar al punto critico de agotamiento de las enzimas
tisulares, que répresenta la tercera etipa, Y que es precisamente

en la cual se presentan los signos clinicos.

En 10s animales estudiados se demostré una disminucidén del
contenido de Cu de los eritrocitos, lo gqgue significa wuna
reduccién en la actividad de la enzima SOD,. Aparentemente, éste
fendmeno noc tuvo ningﬂn efecto sobre ésas células, aunque como
mencionamos anteriormente existe la posibilidad que la vida media
de! glébulo rojo se halle disminuida.

' 8i bien no se ha hallado evidencia <clinica de lesiones
atribuibles a hipocuprosis, es factible que en forma subclinica
existan lesiones bioquimicamente demostrables, que influyan en

forma insidiosa sobre la salud de! animal.

7. EFECTOS DE LA SUPLEMENTACION PARENTERAL CON COBRE SOBRE LA
GANAHNCIA DIARIA DE PESO EN BOVINOS DE DIFERENTES EDADES. -

INTRODUCCION

Desde que Bingley y Carrillo (1964) .establecieron la
£xistencia. de estados hipocuprémicos en vacunos de la provincia
de Bs.As., confirmados mis tarde por Carrillo y Bingley (1964)
mediante la utilizacidn de biovpsia hepiatica, se ha 1ntentado en

nuestro pais la correccién de dicha deficiencia mediante la

administracién por via parenteral, de diferentes preparados
e

comerciales contenliendo cobre. Estos tratamientos, fueron

efectivos en casi todos los casos, para restablecer el wvalor
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normal de Cu en sangre o en higado.

Muchos autores consideran dque la reduccidédn de la tasa de
crecimiento es el principél perjuicio econdémico ocasionado por la
deficirencia de Cu en el'ganado (Evans, 1973; Mills et al. 1976;
Underwood, 1977 y Irwin et al. 1979). Pero cuando se realizan
ensayos de dosis respuesta con cobre en bovinos hlpocupremicos,
no siempre se obtiene un aumento s;gnl;icatlvo de la ganancia de
peso tField 1957, Morgan et al. i962, Bingley et al. 1964,
Carrillo et al. 1964, Todd et al. 1967, Thornton et al. 1972a,
Carrillo et al. 1975, HNurez et al. 1976, MacPherson et al. 1979,
Suttle 197¢, Auza et al. 1980, Maro et al. 1980, Suttle et al.
1980, Steffan et al. 1982, Gleed et al. 1983, Balbuena et al.
1983a y b, Echevarria et al. 1985).

En los ensayos de ganancia de peso debe tomarse en cuenta la
edqd de los animales gque se emplean, ya que_és{os deben estar en
un periodo de rapido ¢recimiento para que manifiesten alguna
variacién ante los tratamientos administrados. Cuanto mis jévenes
son los animales empleados mas Oportunidaa existe de detectar

probiemas en el ritmo de crecimiento.

Con respecto a la influencia del! Cu sobre éste pariametro
Poole et al. (1{974) opinan gue es poco probable que éz3te elemento
influya sobre la velocidad de crecimiento en animaies de mas de
1iZ meses de edad. Por éste motivo, se decidié realizar 5 ensayos
de ganancia de peso en animales de diferentes edades, para
comprobar si la suplementacién con Cu tenia efectos sobre el

ritmo de ganacia de . peso en animales hipocupremicos.

MATERIALES Y METODOS. -

Se realizaron cinco ensayos de dosis respuesta con cobre
evaluando la ganancia diaria de peso vivo (A, B,C, D v E), siendo
utilizados para su ejecucidén animales de diferentes pesos y
edades. gftos ensayos, se realizaron en tres establecimientos,
S1tos en ei partido de Magdalena Provincila de Buenos,Aires. Estos

establecimientos se caracterizaron en trabajos previos, porque
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sus animales presentaban hipocupremia durante ciertos periodos

dei ano. (l.os establecimientos empleados son 1los descriptos en
"6. Variacidén estacional de la concentracién de Cu en plasma vy
eritrocitos en bovinos de c¢ria del partido de Magdalena,

Provincia de Buenos Aires*).
, R
En los ensaybs A, B, C ¥y D, los animales se encontraban sobre
pasturas naturales de buena produccién forrajera, mientras que en
el ensayo E, los animales :se encontraban sobre pasturas

artificiales.

.En cada uno de los ensayos se conformaron dos grupos
homogéneos de animales, ‘para formar los gﬁupos testigos vy
tratados. A &éstos dltimos, se les aplicé por via subcutianea un
especifico comercialy que a la dosis suministrada aporté 80 mg de
Cu La los animales del ensayo A (terneros de S’meses de edad vy
90;0 Kg de P.V.); 100 mg de Cu a los animales del ensayo B
(terneros de 5 meses de edad y 164, 0 Kg de P.V.), € (terneros de
5 meses de edad y 142,8 Kg de P.V.) vy D (terneros de 6 meses de
edad y 137,7 Kg de P.V.); y 200 mg de Cu a los animales del
ensayo E (vaquillonas de 16 meses de edad y 225,0 Kg de P.V.). EI
nimero de animales empleados en cada caso fué: para el ensayo A Y
C, 2 grupos de 7 animales; para el ensayo B, 10 -animales testigos
y

5 tratados; y para el ensayo D y E, 2 grupos.de S5 animales.

Los animales fueron controlados clinicamente aproximadamente
cada 45 dias, durante 130 dias, determinindose en cada ocasién la
copcentracién de CuP ({mediante el método de Piper y Higgins,

1967) y ganancia diaria de peso.

El analisis estadistico de los datos thenidos se realizé

determinando el valor F (Fischer) y grado de significacion.

RESULTADOS

.
>

En los ensayos A, R y C, el tratamiento elevd la cupremia

desde un valor.promedlo inicral de 30 ugysdl, hasta wuno de 86


grupos.de

ug/dl el dia 45 (Tablas 6, 7 y 8). En los ensayos Dy E los
“‘valores iniciales promedio, fueron de 62 ug/dl alcanzando luego
del tratamiento, <cifras prpmedlé de 91 ug/dl (Tabla 9 y 10). Las
ganancias de pesp'd;ﬁriés promedic durante.el ensayo fueron de
0, 750 Kg/dia para el ensayo, A; 0; 656 Kg/dfasen el B; 0,859 Kg/dia
en el ¢; 0,25% Kg/dia en el "D; ¥ O, 845 Kg/dia en el E (Tablas 6,
7, 8, 9 y 10 resbectivamente)},

En todos los ensayos, el tratamiento con Cu fué efectivo para
reestabiécer y mantener el valor de Cu en sangre dentro del rango
normal.- En ningan caso, se obsgervsd una sustancial mejoria de la
ganancia de peso de los animales anteﬁel'fnatamiento. a pesar de
haberse registrado hipocuprémy§dde grado,. variable al comienzo o

durante la ejecucién de los ensayos.
DIS&USION Y CONCLUSIONES

Los ensayos de ganancia de peso realizados, permiten
descartar el efecto producido por la edad de los animales, ya que
se tomaron animales entre 3 y 16 meses de edad y por lo tante en
franca é&poca de desarrollo (Poole et al 4974). Tambi@n se
éescartﬁ el posible efecto de la alimentacién, Yya que las G.P.D.
en todas las experiencias superaron los 0, 500 Kg. diarioé, que

indican un nivel alimenticio*adecuadq para animales en pastoreos
4 M i

s

La ausencia de diarregs sprofusas} hace pensar que los
animales de lasfdiﬁerentes expéfﬁenc;@s?fealizadas no consumian
caqtidades elevadas de Mo xPhill@ppo 1983),

Por dltimo, al haber tomado animales al azar de rodeos
generales,r sSe asegura una cierta variabilidad genética (Rogers y
Poole 1977, McDonald et al. 1879, Phillippo 1963, Wiener vy
Woolliams 1983). De &sta manera, los resultados obtenidos son
reflejo de los resultados que podrian esperarse al aplicar éste

tratamiento a rodeos de éste tipo.

A pesar de haberse constatado la presencia de hipocupremia,
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signo indicador de una deficiencia de Cu en la dieta, no se
constatso un aumento de la productividad al administrar
suplementos de Cu inyectable, a pesar de que se registraba un

aumento del Cu plasmatico luego de la suplementacioén,

C. CONCLUSIONES GENERALES. -

El "método de diagnéstico complementario'para hipocuprosis ha
sido desde hace muchos anos la medicidn de cobre en muestras de
sangre o higado. Los métodos empleados para dicha medicién, han
evolucionado notablemenie hasta llegar al método de eleccidn, gque

en el presente es la" Espectrofotometria de Absorcidén Atémica.
: Y

\

Aun mediante &ste método, existen varios procedimientos de
medicién de Cu, de los cuales analizamos dos de los més'répldos Y
econdémicos. De“acuerdo con nuestros resultados, es perfectamente
compatible la comparacién de valores de concentracion de Cu
hallados mediante la desproteinizacién de plasma con diferentes
concentraciones de ac.TCA, con los valores hallados al determinar
el contenido de Cu de una muestra de plasma diluida con agua
bidestilada. La unica salvedad gque cabe remarcar, es gque cuando
se intenta diagnosticar hipocuprosis producida por intoxicacién
con Mo, debe necesariamente emplearse el procédimlento de
desproteinizacién con ac.TCA.

h

Para toda técnica diagnéstica que consista en la medicidn de
determinada variable, debe ponerse en priactica un control de
calidad que ga}antice la homogeneidad de .resultados a }o largb
del tiempo, previniendo cualquier desviacidn indeseable del

método anaiitico.

Fara Qilo, en el caso del Cu plasmitico, puede efectuarse un
sencllilio procedimiento de control empileando alicuotas de plasma

congelado, gue poseén una estabilidad de hasta un ano al menos,



y son faciles y econémicas de obtener en el laboratorio.

Al igual gque para cualquier otro parametro sanguineo que se
analice con fines diagnésticos, para el Cu se debe tener en
cuenta una serie de precauciones a los fines de que la muestra
analizada sea wun fiel reflejo del estado del medi10o 1nterno de t
animal. Las variables gue hemos identificado como mas relevantes,
se limitan a v1a selecci1én de plasmé como muestra para el
analisis, ya que el suero posee una menor concentracién de Cu, Yy
tomar en consideracidn que los procesos inflamatorios, aun los
producidos por practicas de manejo tales <omo vacunaciones,
inducen. un aumento de la ceruloplasmina circulante, traduciéndose

en el analisis como un mayor contenido plasmatico de Cu,.

l.La deteccidn de una variacién anual de la concentracién de
CuP en bovinos gque no reciben suplementacidédn mineral, indica que
ésta carencia posee una presentacion estacionaf, con una mayor
incidencia en la primavera y el verano. .Los animales.estudiados,
presentaron hipocupremia durante periodos de 3 a 9 meses y
cuprémzas normales durante el resto de! afo. Se observé tambirén,
una mayor incidencia dé.valores de cupremia superiores al limite

inferior de normalidad durante la época 1invernal.

En el establecimiento "EL BAGUAL" S.A., 3e observé que tras
un periodo de 3 anos, en el cual los animales cursaron tres de
é3tos ciclos de variacién de la cupremia, los bovinos no

recuperaron su cupremia normal durante el invierno del altimo ano
de observacién. Esto sugiere que, con el transcurso del tiempo,
las reservas del animal llegan a agotarse de tal forma que no

L] .
pueden reestablecerse durante el periodo invernal.

Esta situacién puede ser interpretada.de la siguiente forma:
los requerimientos diarios de Cu de los animales estudiados no
son cubiertos durante una parte del ano (primavera-verano), época
durante la cual el! animal debe obtener ése micronutriente de las
reservas hepaticas. Durante el invierno, los requerimientos

e

diarios son cubiertos muy probablemente debido a cambios en Ila

composicién del forraje. Esto se manifiesta a través de una
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elevacién del CuP, la que indica que el animal se encuentra en un
balance positivo del elemento, es decinr, que en alguna medida

durante ése periodo se deposita Cu de reserva en el higado.

Indudablemente, la reserva hepitica formada durante ése
periodo no debe ser de gran magnitud,. ya que en la primavera
sigulente el CuP cae a valores inferiores a lo normal, indicando

un agotamiento de las reservas.

Es factible que los bovinos criados en éstas condiciones,

como se observdé en "EL BAGUAL" S.A., desarrolilen paulatinamente
un déficit mas marcado de Cu a medida que llegan a la etapa
adutlta, como resultado final de la sumatoria de los diferentes

periodos de balances negativos y positivos del metabolismo del

Cu.
e Y

Los ensayos de dosificacién con Cu y ganancia- de peso,

demostraron que a pesar de existir carencia de Cu, no hay dafos

bioguimicos severos que perjudiquen claramente la productividad

de los animales. S8in embargo, se detectd una disminucidén del
contenido eritrocitario de Cu, posible evidéncia de un trastorno
de los mecanismos de proteccidén de los eritrocitos, mecanismos

que por otro tado son compartidos por los leucocitos para la

defensa organica.

La relacién establecida, por los animales objeto del estudio vy

su medio ambiente,. en relacidén al Cu, podria describirse de la
skrguiente forma: " A juzgar por las variaciones anuales de la
concentracién plasmiatica de Cu, los bovinos de ésta area no son

capaces de obtener con su alimento la suficiente cantidad de Cu
para cubrir sus requerimientos diarios a lo largo de todo el ano.
Sélo durante un periodo variable de la época 1i1nvernal, cubren sus
requerimientos de Cu, manifestindo con mayor magnitud durante la
primavera un déficit del elemento.

A pesar _de 1la existencia de la carencia mineral, no se

manifiestan signos clinicos de enfermedad, ni se detectan
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disminuciones de la productividad. A pesar de ello, hay 1indicios
de gque cilertas células como los eritrocitos puedan estar
sufriendo danos bioquimicos, cuyas consecuencias no han sido

estudiadas en condiciones de produccién®.

La extensién y consecuencias de los danos bioquimicos
producidos por la carencia de Cu, son di&iciles de evaluar, y dia
a dia se suma informacidén sobre posibles sitios de interaccién
del Cu con procesos organicos. Por éste motivo, €s que el no
detectar 'lesiones o al menos disminucién de funciones organicas,
no es evidencia de un estado de salud, sino que puede tratarse de
gque nuestras herramientas diagnésticas no son lo suficirentemente
precisas para detectar el daio, 0 gque todavia no buscamos en el

lugar correcto.

'Tampoco habria que descuidar otro aspecto dg las deficiencias
mlnérales, como son las interacciones entre varios
mlcronutrientes: No solo se trata de analizar problemas de
interferenci1a entre las proporciones relativas de diferentes
elementos que conduzcan é cuadros deficitarios, s5ino también a
efectos cooperativos entre varios elementos como el Cu y el Se en
los mecanismos oxidativos, 0 el Cu y el Fe en la formacidén de
hemoglobina, o el Cu y el Zn en la formacidn y'proteccién de piel
y faneras, o la ocurrencia de éstos dos elementos en la enzima
superédéxidodismutasa.

Ademas, cabe .acotar que es muy poco probable que en
00qdiciones de pastoreo las deficiencias minerales sean un

problema atribuible a un solo elemento (Suttle, 1983).

A nuestro criterio, convendria profundizar el estudio de ésta
carencia mineral en 3 Aareas diferentes. En primer lugar, extender
éste estudio a otras zonas de posible incidencia de hipocuprosis,

empleando para tal fin el criterio desarrollado en el presente

trabajo para la interpretaciédn de los resultados. En segundo
término, ‘continuar con la bisgqueda de lesiones, bioquimicamente
demostrables, provocadas por el agotamiento de enzimas dgue
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puedan, de manera 1i1nsidiosa, perjudicar la salud del animal. For
altimo, cabria analizar lazs posibles interacciones de! Cu con
otros micro y macronutrientes que puedan desembocar en trastornos

productivos,

D. RECOMENDACIONES. -

81 bien no se han detectado pérdidas de la productividad en
los bovinos con hipocupremia, hay que recdrdar queléstos padecen
un déficit nutricional gque conviene corregir, a pesar de gue no
pueda evaluarse el rédito de la inversién realizada en el
tratamiento, que por“otro lado es pequersa. N

‘Para formular las recomendaciones sobre la periodic1dad del
tratamiento, habria gque analizar la situacidn de cada rodeo
mediante analisis peridédicos de cupremia. A pesar de ello, se

podria hacer una generalizacién sobre la base de la situac:ién de

los establecimientos estudiados, que seﬁia: si ha de tratarse
sélo el problema de la carencia de Cu, es probable que con una
dosificacién anual de un producto inyectable, a las dosis
recomendadas, sea suficiente para mantener a los animales fuera
de riesgo. El me jor momento para el suministro de Cu,
probablemente sea el invierno, ya que de ésa forma no sdlo se
beneficia el animal receptor, sino también se beneficilarsi, a
través de la transferencira‘placentaria de Cu, el ternero gue se

esta gestando.
Los terneros, siendo los que mis altos requerimientos tienen,

podrian ser suplementados en marzZo-abril siempre que las

cupremias sean relativamente bajas <70 ug/dl.

Pl
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Fool 1

- -

E,  TABLAS y. GRAFIICOS

—— = - —— - -

N 25 % ' 20 % | 10 ¥ : 5 :
\71,0/2,00 ) T2,5/7,78! T4, T/4, T3 | T4, 0s5, 29
, 84,0/1,15 | B2,2/1,5 | 83,0/1,68 ;| 85,7/3, 86!

Concentracién de Cu en ug/dl de dos "poolsz" de plasma,
desproteinizados con diferentes <concentraciones de
Ac.TCA. Cada wvalor es la media y desvio estindar del

anidlisis de tres muestras de cada "pool".

RECUPERACION .4
'  Sc.TCA 104 ! Dilucidn ! &c¢c.TCA 10%| Dilucian |
. { con agua i con agua

— e ——

R

: 74, 8/1,79 ! T0,5/1, 40! 96, 3/3,20 | 102, 1/3, 72"

Comparacién de dos técnicasg de medicién de Cu, una
mediante' desproieinlzacién con- ac.TCA 104 y otra
medignté diluc;én del plasma con agua bidestilada {:3.
A la derecha se <consignan los resultados de
recupéra016n de un agregado estandar. Los resultados
de concentracién de Cu se expresan en ug/dl y los de
recuperacién en 4, cada resultadp es la media y el
desvioc estandar de tres muestras extraidas de cada

"pool".
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i : 56 H 56 | 0,0 '

2 H T4 H 76 H i, 3 !

3 H 181 ' 176 | 3, 4 °

4 : 208 , 200 3,9 ‘

5 : 197 ' 201 : 2,0 H

6 : n7 ' 49 | 4, 2 :

7 : 42 \ 40 4,9 |

8 ) : ite h 107 | 4, 6 :

9 1 63 i 65 | 3,1 |
TABLA 3: Concentraci1é6n de Cu en ug/dl, de muestras pareadas de
sangre obtenidas con heparina y EDTA.‘ Las diferenclas

de cdncentraci1é6n obtenidas con ambos anticoagulantes se

expresan en 4. concentracidén de Cu en ugsdl.

b Dia © H Dia 30 H

——————— o e e
Testigo ! 77,0 21,0 ! a 48,2 20,3 !
1 3 : - [}

““““““ T T T T T T ST ET EeTT T Te T T E T
Vacunado 73,5 27,6 , b 73,0 23,1 }

TABLA #&: Media y desvio estindar de la . concentracién de Cu
pitasmatico en ugydl, de dos grupos de bovinos con y
s1n vacunacién antiaftosa. Las letras diferentes

indican diferencias significativas T: 2,55 P<0, 05>0,02.

) n X H 3SD- ' cvoy
C plasma ) 20 : 83,69 | 4,47 4,98 |
—————————————— i e el i DI T b
C TCA .20 . 101,75 ! 6,54 : 6,42 |
—————————————— e ittt e I R
TABLA §: Resultados del analisis de 20 controles de plasma y 20"
controles de A4c.TCA 0% p/v. La X 5e expresa en Cu
ug,/dl, CcV: coeficiente de variacién (Shsx). El C
TCA se preparé a partir de un "pool® de plasma

diferente de aquel empleado para el C plasma,



TAELA &

dfa O dfa 4?7 dfa 104 .P. 4 d
ENSAYD | a _ a lo M? P.AJ104 dias
A G.PoDo’ CuP B-P-D.l CuP GIP.D.I Cu P
6. 1 X ¢ ; 22,1 0,921.:'38.4 0,677 : 59,8 0,787
DS: [ 7+84] 0,045 ; 18,80] 0,057 L15,16 0,033
6. 2 X ¢ "1 28,4 } 0,666 § 92,3 | 0,746 | 82,9 0,710
° % ps: i 8,23} 0,262 } 13,46} 0,125 | 18,22 0,105
1 3 1 — |
F i 2,01} 6,52 1 34,111 1,73 | 5,70 3,46
. i i
1 i I
51 N.S. N.S. . N.S.
g i * %K Kk { ¥ S

Edad tres meses. Peso vivo inicia;: 90,6 kg (* 12,13)
Fecha ds inicio: 24-10-86. Establecimisnto: "EL BAGUAL"™ S.A.

TABLAS & Y 7.: Resultados de ganancia de peso diaria (G§.P.D.),
ganancia de peso acumulada al final del ensayo
(G.P.A.) Y <concentracién de Cu plasmiatico en
ugsdl. Todos los resultados se expresan como
media (xp» y desvio estandar (D3). F= vglur de
Fischer y Sig.= grado de significacién (x P<0,1;

[

% P<0,01; y N.S8. no significati@é).

TABLALT.. oo '
e dfa O ~dfa 35 ]  dia 96 G.P. A. /56 dias
ENSAYD
B G.P.0.1 Cu P | G.P.D.} Cu P | G.P.Duj Cu P
NI 1 90,2 | 0,482 61,2 | 0,715 65,3 0,635
* ” ps: i 10,50} 0,111 : 37,13} 0,240 ‘Ale,sa 0,188
5 o X! i 33,1 | 0,520 { 74,8 | 0,767 | 63,0 0,677
* 2 ps, i 9,80] 0,037 1 24,57] 0,171 | 13,45 0,115
] - L 1 §
F . i o,78] 0,22 1 1,59 0,19 1 0,06 0,21
' i i i
Sig : N.S. N.s..w:mn.s,m.wn.s..q;nn.s. - N.S.

Edad cinco meses. Peso viwo inicial: 164 kg (* 18,09)
Fecha de inicio: 10-01-86. Establecimiento: “RUTAM" S.A.
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TABLA 8

ENSAYD dfa O dfa 30 dfa 93 G.P.A. /93 dfas
Cc B-P.D.‘ Cu P G.p-D-l Cu P GoPoD-l Cu p
6 1 X s : 29,1 | 0,843 ; 48,6 0.9:37? 79,7 0,907
R 1T ' 8,79| 0,163 " 10,97 0,1a7‘| 4,13 0,113
-r - -
g 2 X ' {.32,8 | 0,860 § 91,0 } 0,789 } 68,0 0,812
* © ps: t 15,33| 0,080 | 23,90} 0,278 | 16,87 0,167
T T T
F t 0,36} 0,05 1 17,47} 1,46 | 2,78 1,40
i i : L
i : i i
S8i N. 8. N. 8. N. 8. N.S. N.S.
g 1 KK i ‘
Edad cinco meses. Peso vivo inicial: 142,8 Kg (i‘ 27,54)
Fecha de inicio: 13-01-86. Establecimiento: "EL CORAJE"
TABLAS 8 Y 9: Resﬁltados de ganancia de pesp diaria (G.P.D.),
ganancila de beso acumulada al final del ensayo
(G.P.A.) y concentracién de Cu plasmatico en
ugs/dl. Todos los resultados se expresan como
media (x) y desvio estandar (DS). F= valor de
Fischer y Sig.= grado de significacién (x P<0,{;
x% P¢0,01i; y N.S. no significativa).
TABLA 9
dfa 0 dfa 35 dia
VENSAYD | y | fa 96 B.P.A. /96 dfas
D B.P.D.f Cu P G.P.D.{ Cu P | G.P.D.| Cu P
X t — !
6. 1 H 61,2 } 0,594 { 58,6 | 0,010 { 90,6 0,223
DS: { 13,53} 0,047 | 17,14} 0,044 1'11,28 0,040
6. 2 X t | 56,2 | 0,640 | 95,6 | 0,072 i1104,4 0,279
‘ DS: 1 28,064 0,094 { 11,86} 0,077 | 15,37 0,073
) T t
F t 0,13§ 0,94 1} 15,75} 2,44 | 2,62 2,24
| - - i J
sig : N.S. | N.S. :9!6 % | N.s. : N.S. N.S.
Edad seis meses. Peso vivo inicial: 137,? kg (+ 30,09)
Fecha de inicio: 28-03-84. Establecimiento: "EL BAGUAL" S.A.
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dfa 0 dia 35 df : ¥ all
ENSAYD : dia 79. G.P.A. /79 dias
E 8.P.D.i Cu P | B.P.D.;{ Cu P | B.P.D.] Cu'P
a. 17< : : 77,0 | 1,040 & 48,2 0,554,; 59,1 0,830
DS: i 21,00§ 0,115 L20.31 0,276 ( 22,11 0,203
-
g, 2 X @ 1 52,7 0,588 ; 87,6 0,764 { 80,9 0,863
D6: i 17,47} G,179 | 12,07} 0,209 § 13,29 0,155
. 1 L - L
F |.2,38} 0,29 13,9 {0,485 | 3,57 0,08
| | |
8g PNSe | NS Dok | s, | wes. N.S.
{ 1
Edad 16 meses. Peso vivo inicial: 225 kg (¥ 3,21)
Fecha de inicio: 9-10-84. Establecimiento: “EL BAGUAL" S.A.
TABLA 10: Resultados de ganancia de peso diaria (G.P.D.),
ganancia de peso acumulada al~ final del ensayo
(G.P.A:*) y concentracién de Cu plasmatico en ug/dl.
Todos los resultados =se expresan’como media (x) vy
desvio estiandar (DS). F: valor Fischer y Sig.= grado
de significacién (x P<O,1; x» P<0,04; y HN.3. no
significativo).
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