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Sintesis.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la suplementacion parenteral de Cu,
Zn y Mn sobre el comportamiento bio-reproductivo en hembras bovinas lecheras en diferentes
ecosistemas ganaderos de la provincia de Villa Clara. En el ecosistema de llanura se encontraron
deficiencias de Cu, Mny Znen el 41.5, 33.9 y 56.6 %, respectivamente, en las muestras de suelo
investigadas, mientras que en el ecosistema de premontafia los porcentajes de muestras
deficientes fueron 22,5% (Cu), 7,5% (Mn) y 25% (Zn); la época del afio influyd sobre los niveles
de Cu (P< 0.05), Mn (P< 0.001) y pH (P< 0.001) en la llanura y el Cu (P< 0.001), Fe (P< 0.05)
y Mn (P< 0.05) en la premontafia, siendo superiores en periodo lluvioso. En el pasto, la
deficiencia mas acentuada fue la de Cu, con un porcentaje de muestras deficientes superior en la
llanura (P< 0.05). El Zn, segundo més deficiente, su carencia fue mayor en la premontafa (P<
0.05), al igual que el Mn. Los balances de nutrientes mostraron un deficit de Cu, Zn y Mn de
7,68, 44,3y 36,8 mg la llanura y de 9,09, 55,81 y 38,01 mg en la premontafia. EI perfil mineral
sanguineo mostro deficiencias de Zn, Fe, Cuy Caen el 96,5, 51,7, 38 y 37,9 % de las muestras
en la llanura, donde ademas de diagnosticaron bajas reservas hepaticas de Cu, Zn y Mn, situacion
similar se encontrd en la premontafia. En ambos ecosistemas se evidencié un marcado deterioro
de los principales indicadores reproductivos en novillas y vacas, determinado fundamentalmente
por las carencias de Cu, Zn y Mn. La suplementacion con 50 mg de Cu, 100 mg de Zn y 50 mg
de Mn en las novillas increment6 los niveles séricos de Cu, Fe y el peso vivo (P< 0.01) y la
Cinguemia, hemoglobina (Hb), hematocrito (Hto) y la ganancia media diaria (P< 0.001) en
comparacion con los controles, reduciéndose los intervalos incorporacién-inseminacion,
Incrorporacién-gestacién e Incorporacion-parto (P< 0.01). En las vacas del ecosistema de llanura
el tratamiento incrementd los niveles de Zn (P< 0.05) y los de Cu, Fe, Hb y Hto (P<0.001), con
una reduccién de los intervalos parto-primera inseminacion, parto-gestacion y parto-parto
(P<0.05). En el ecosistema de premontafia la suplementacién utilizada aumento los niveles del
Hto y las reservas hepéticas de Zn (P< 0.05) vy la cupremia, cinquemia, Hb y los niveles
hepaticos de Cu y Mn (P< 0.001), observandose una reduccion del IPPI, IPG, IPP e Il (P< 0.05)

y superior porcentaje de gestaciones al primer servicio (P< 0.05).
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Siglas y abreviaturas utilizadas.

pmol/L: Micromol por Litro

a.m: Ante meridiano

ATP: Adenosin trifosfato

CCO: Citocromo oxidasa

Cp: Ceruloplasmina

CusS: Sulfuro de cobre

CuSO.: Sulfato de cobre

DE: Desviacion estandar

EDTA: Acido etilendiaminotetracético
EE: Error estandar

El: Edad a incorporacion

EM: Energia Metabolizable

EP: Edad al parto

FeS: Sulfuro de hierro

FSH: Hormona foliculo-estimulante
GnRH: Hormona hipotalamica
liberadora de gonadotropinas

IA: Inseminacion artificial

IC: Intervalo de confianza

I1: indice de inseminacion

11G: Intervalo inseminacidn gestacion
IPG: Intervalo parto gestacion

IPP: Intervalo parto-parto

IPPI: Intervalo parto gestacion

ISO: International Organization of
Standard

K,O: Potasio disponible del suelo
LC: Limite critico

LH: Hormona luteinizante

LN: Latitud Norte

LW: Longitud Oeste

MINAG: Ministerio de la Agricultura
mmol/L: milimol por Litro

MO: Materia organica

MS: Materia seca

msnm: metros sobre el nivel del mar
MT: Metalotioneina

NRC: National Research Council
P,Os. Fosforo disponible del suelo
ppm: Partes por millon

r: Coeficiente de correlacion

SOD: Superoxido dismutasa

TC: Tasa de concepcion.
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Introduccion.

En los sistemas de produccion bovina, el bajo desempefio reproductivo de los animales afecta
negativamente la productividad y eficiencia econdémica de los mismos. La nutricién, y en
especial, los minerales trazas juegan un papel importante sobre el desempefio reproductivo de los
rebafios lecheros (Vanegas et al., 2004). Los microelementos, aungue son necesarios en
pequefias cantidades por el organismo, participan en un conjunto de funciones vitales, muchas de
ellas como componentes de importantes sistemas enzimaticos que se vinculan con la inmunidad,
metabolismo y las funciones reproductivos (NRC, 2007).

El 66 % de los suelos de Cuba se encuentran ubicados entre muy poco productivos y poco
productivos, con las siguientes limitantes: salinidad y sodicidad 14.9 %; erosion 43.3 %; mal
drenaje 40.3 %; baja fertilidad 44.8 % y bajo contenido de materia organica 69.6 % (ONE,
2007). Segun Paretas (1993) pueden ser clasificados en buenos 9 %, regular 24 %, malos 43 % y
muy malos 24 %, afectando tanto la produccion como la persistencia y la calidad de los pastos.
Segun McDowell y Arthington (2005), el tipo de suelo juega un papel importante en el contenido
de minerales de las plantas, por lo que sus deficiencias e interacciones a este nivel, unido a la no
fertilizacion, utilizacion de suplementos minerales de baja calidad y los aumentos de los
requerimientos minerales en los animales determinan en muchas explotaciones ganaderas
las deficiencias de los mismos, que provocan el deterioro de los indices productivos y
reproductivos, y la aparicion de sintomas de enfermedades y alta mortalidad.

Estudios recientes en suelos pardos con carbonatos en unidades ganaderas de la zona centro
sur de la provincia Villa Clara demostraron deficiencia de Cu, en el 100% de las muestras de
suelo y pasto, el 75% de las muestras de suero sanguineo y el 72% de las de tejido
hepatico, asi como un marcado deterioro de los indicadores reproductivos de los rebafios
estudiados (Garcia, 2008); en este mismo ecosistema se detectaron deficiencias de Zn y Mn, en
el eje suelo planta animal (Garcia et al., 2010). Sin embargo no existen reportes sobre el
contenido de estos microelementos en otros ecosistemas representativos de los predominantes en

la ganaderia bovina, por lo que se hace necesario realizar un estudio integral de esta tematica.
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Diferentes autores reconocen que el Cu, el Zn y el Mn tienen una accion importante en la vida
reproductiva de los rumiantes y la sintesis, activacion y regulacion de hormonas sexuales
(Surgino et al., 1998, 2000). En tal sentido en rebafios con carencia de Cu se observé una
disminucién del comportamiento reproductivo de los rebafios caracterizado por una elevada edad
a la incorporacion, gestacion y al parto en las novillas, alcanzando los 50 meses en este Ultimo
indicador y elevados periodos de servicios e interpartales en las vacas con valores promedio de
222 y 523 dias respectivamente (Garcia, 2008; Garcia et al., 2010).

En Cuba se demostro la existencia de una correlacion negativa entre la cupremia en un rango de
9.8+1.0 a14.0 £ 0.9 umo/L con los indicadores reproductivos, tanto en animales con cupremia
espontanea como inducida, lo que se evidencié en un aumento del riesgo a presentar anestro,
repeticion de servicio y de los principales indicadores de eficiencia reproductiva evaluados en
novillas y vacas en la medida que desciende la concentracion de Cu sérico (Garcia, 2008). Sin
embargo, atendiendo a las interacciones existentes entre el Cu, Zn y Mn en los diferentes
componentes del ecosistema ganadero (Suttle, 2010), es necesario el estudio integral de la
carencia de los mismos y el efecto que ésta pudiera tener sobre los indicadores reproductivos de
la hembra bovina lechera.

Por otra parte, existen en Cuba condiciones objetivas para que la carencia de Cu, Zn y Mn se
agudice con el transcurso de los afios y entre los principales problemas que lo motivan estan: el
deterioro paulatino de la base alimentaria, mal manejo de los pastos, altas cargas, aumento de la
presion de pastoreo, entre otros, que han hecho desaparecer géneros de mayor calidad nutritiva
tales como Brachiaria y panicum, los que son sustituidos por especies menos nutritivas y mas
lignificadas como por ejemplo Sporobulus._ También existe erosion, lixiviacion y desgaste en las
regiones tropicales por las altas temperaturas y la precipitacion pluvial.

La suplementacion mineral corregida en areas de produccion ha repercutido favorablemente
sobre los aspectos bioldgicos, indicadores reproductivos, productivos y economicos del ganado,
utilizandose con este fin diferentes mezclas de Cu por via oral para las hembras bovinas lecheras
(Muehlenbein et al., 2001). Esta via tiene varios inconvenientes entre los que se encuentran, en

primer lugar la gran cantidad de antagonistas que interfieren su absorcion y metabolismo,
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ademas con esta forma de administracion no se controla el consumo del mineral por los animales
y como consecuencia de estos dos factores puede presentarse la carencia en los mismos, aun
cuando le ofertemos sales minerales enriquecidas con Cu (Knowles et al., 2000).

En cuanto a la absorcién de los minerales en el sistema digestivo, en el caso de los metales

(Fe, Cu, Zn y Mn) no supera el 5 % (Ciria et al., 2005), en este mismo sentido se plantea que la
absorcion digestiva del Zn depende de varios factores, en particular de su concentracién en la
dieta y de sustancias que interfieran con su absorcion.

Se ha planteado que las fuentes de microelementos orgénicas tienen una biodisponibilidad
superior, con mayor absorcion y retencion de los mismos comparadas con la inorganicas, al ser
las primeras mas biodisponibles, formar productos muy solubles, quimicamente estables que
resisten la digestion e interaccion con antagonistas en el intestino (Yost et al., 2002; Arthington y
Swenson, 2004), aunque la principal limitacion de estos compuestos organicos es que poseen un
costo superior (Arthington y Brown, 2001; Arthington, 2005). Sin embargo los resultados
obtenidos hasta el presente son inconsistentes para decidir cual forma de suplemento resulta mas
eficaz (Gutiérrez, 2007).

El suministro de un complejo de aminoacidos del Cu, Zn y Mn repercutioé favorablemente sobre
el funcionamiento de numerosas estructuras proteicas, enzimas y proteinas celulares, mejorando
asi el comportamiento bio-productivo de la vaca lechera (Nocek et al., 2006). Los beneficios
incluyen la prevencion de la mastitis, mejora en la fertilidad y reduccion de la incidencia de
lesiones pddales (Nocek, Johnson y Socha, 2000; Uchida et al., 2001; Ballantine et al., 2002;
Kellogg et al., 2003, 2004, Repetto et al., 2004).

Teniendo en cuenta las limitantes del ecosistema ganadero planteadas por los diferentes autores y
la conocida accion del Cu, Zn y el Mn en el mejoramiento de la actividad productiva y
reproductiva en el ganado lechero en condiciones del trépico, mas los resultados obtenidos con la
suplementacién del Cu por via parenteral en bovino en pastoreo, se hace necesario realizar los
estudios correspondiente para esclarecer estos aspectos en la condiciones reproduccion de la

ganaderia cubana.
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Hipdtesis.

Las limitaciones productivas que presentan los ecosistemas predominantes destinados a la
ganaderia, el limitado conocimiento sobre sus niveles de microelementos y el deficiente
comportamiento del ganado vacuno en los mismos, harian que la aplicacién de un suplemento
inorganico por via parenteral de Cu, Zn y Mn, pudiera contribuir al mejoramiento de los
principales indicadores bio-reproductivo de la hembra bovina.

Objetivo general.
> Determinar el efecto de la suplementacion parenteral de Cu, Zn y Mn sobre el
comportamiento bio-reproductivo en hembras bovinas lecheras en diferentes ecosistemas

ganaderos de la provincia de Villa Clara.

Objetivos especificos.
» Caracterizar el contenido de Cu, Zn y Mn en suelo y el pasto, en diferentes ecosistemas
ganaderos de la provincia de Villa Clara.
» Caracterizar algunos indicadores sanguineos y el comportamiento reproductivo de las
hembras bovinas en diferentes ecosistemas ganaderos de la provincia de Villa Clara.
» Determinar el efecto de la suplementacion de 50 mg de Cu, 100 mg de Zn y 50 mg de
Mn por via parenteral sobre el comportamiento reproductivo de las hembras bovinas con

deficiencia de estos microelementos.
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Capitulo 1: Revision bibliografica.

1.1: Importancia y control de la eficiencia reproductiva.

La eficiencia reproductiva de una explotacion es la capacidad de conseguir mas gestaciones en el
menor tiempo posible con el menor nimero de inseminaciones por vacas gestadas. Una alta
eficiencia reproductiva se traduce en un menor nimero de dias abiertos y una disminucion del
intervalo parto parto (IPP). Uno de los indicadores para mejorar la eficiencia es acercarse a la
produccion ideal de destetar un ternero por vaca por afio (Pérez-Clariget et al., 2007)

El mantenimiento de una alta eficiencia reproductiva en el manejo del rebafio lechero es
indispensable para alcanzar su rentabilidad en el corto y mediano plazo. Una buena eficiencia
reproductiva permite incrementar la produccién de leche por dia de vida rebafio, aumentar el
namero de terneros por vaca, disminuir los costos asociados con el mantenimiento de vacas
secas, los costos de la inseminacion artificial (1A) y el descarte de vacas por fallas reproductivas.
Ademas, incrementa la tasa de ganancia genética al permitir descartar vacas por baja produccion
en vez de hacerlo por problemas reproductivos (Wattiaux, 1996).

Para evaluar la eficiencia reproductiva, en la produccion lechera, se utilizan un grupo de
indicadores que reflejan la eficacia del manejo, la alimentacion y los programas de 1A, el analisis
e interpretacion de los mismos permite diagnosticar la situacion reproductiva y es la base para la
toma de decisiones relativas y aplicar las medidas correctivas para solucionar los problemas
identificados, ademas pronostican sobre bases cientificas, el futuro desempefio reproductivo y
productivo de los rebafios objeto de estudio (Blanco, 2000).

La eficacia reproductiva es un factor muy importante para lograr el éxito econdémico en los
rebafnos lecheros. El estrés fisiolégico y medio ambiental de las vacas lecheras afecta de forma
negativa en la deteccion del celo y en la fertilidad. Hay muchos factores de manejo, fisioldgicos,
nutricionales, genéticos y sanitarios que pueden influir en la reproduccion de una vaca lechera.
Carlos y Louis (2005) plantean que la eficiencia reproductiva del ganado vacuno lechero se
suele definir como el intervalo entre partos en la granja. Este intervalo entre partos tiene
una gran influencia sobre el tiempo que las vacas muestran su mejor produccion lechera,

que suelen ser los primeros 120 dias en produccion. Ademas, el intervalo entre partos afecta la
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cantidad de leche producida por dia en la granja y el nivel de eliminacién de vacas por fallos
reproductivos. Otros autores, como Santos et al., (2007) consideran que son cuatro los
principales factores que afectan a la eficacia reproductiva en rebafios lecheros: el intervalo parto-
primera inseminacién (IPPI); la tasa de deteccion de celos; la tasa de concepcion (TC) y la
pérdida de prefiez.

1.2: Indicadores méas comunes de la eficiencia reproductiva y sus valores 6ptimos.

En las novillas la edad a la incorporacion (El), edad a la gestacion (EG), intervalo
inseminacion parto (1IP), edad al parto (EP) son los principales indicadores para evaluar la
eficiencia reproductiva de esta categoria bovina (Brito, 2001). El comportamiento desfavorable
de los indicadores reproductivos obedece a factores de diversa indole, entre los que
destacan el manejo y la alimentacion deficiente que juega un papel esencial. Unido a
ello, también actia el efecto adverso del clima, fundamentalmente en el periodo poco
lluvioso, en el cual se agudiza la escasez de alimentos y la baja calidad de alimento consumido,
en este periodo las novillas presentan baja eficiencia reproductiva (Brown, 2008).

Khan et al., (2004), argumentaron que la edad, peso y condicion corporal al momento de
la incorporacion de las novillas lecheras depende en primera instancia de la ganancia media
diaria de peso vivo de la hembra en desarrollo, siendo el crecimiento y desarrollo lo primario
hasta su primer parto, garantizando el reemplazo de las vacas viejas 0 menos productoras.
Estos autores sefialaron que para lograr alta eficiencia reproductiva y productiva, la hembra
bovina debe tener una GMD no menor de 500 g/dia, lo que conduce a reducir la etapa pre
reproductiva, obtener altas natalidades, prolongar la vida productiva de la hembra y una
mayor expresion del potencial genético. EI peso corporal es un factor importante en la
determinacion del intervalo incorporacion, primera ovulacion vy la subsecuente fertilidad en
novillas lecheras.

Los indicadores mas usados en las vacas son (tabla 1) el intervalo parto-parto (IPP), el intervalo
parto-primer servicio (IPPS), el intervalo parto gestacién (IPG) o periodo de servicio (PS), los
servicios por gestacion o indice de inseminacion artificial y el porcentaje de gestacion al primer

servicio (Blanco, 2000).
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Tabla 1: Indicadores mas comunes de la eficiencia reproductiva y sus valores optimos
(Brito, 2001 citado por Garcia, 2008)

indice reproductivo. Valor optimo. Valor Critico
Primer celo observado (dias). <40 >60
Intervalo parto primer servicio (dias). 45 - 60 >60
Intervalo parto-concepcién ((dias). 85-110 >140
Intervalo entre partos (meses). 125-13 > 14
Servicios por concepcion (U). <17 >2.5
Gestacion al primer servicio en novillas (%). 65 - 70 <60
Gestacion al primer servicio en vacas (%). 50 - 60 <40
Vacas que conciben con menos de 3 servicios (%). >90 <90
Vacas vacia por mas de 120 dias (%). <10 >15
Duracion del periodo seco (dias). 50 - 60 <450 >70
Promedio de edad al primer parto (meses). 24 <24 0>30
Porcentaje de abortos (%). <5 >10
Porcentaje de eliminacion por infertilidad (%). <10 >10

1.3: Principales factores que afectan la eficiencia reproductiva del rebafio.

1.3.1 Deficiencias de proteinas y energia.

Dentro de los factores que pueden limitar la conducta reproductiva de cualquier especie se
sefiala que los de caracter nutricional ocupan un lugar preponderante (Beever, 2006). Una de las
causas mas comun de baja fertilidad y retardo de la madurez sexual en las vacas lecheras es la
deficiencia de energia en relacion con las necesidades del animal o un balance de energia
negativo; ademas este retardo del inicio tardio de la madurez sexual disminuye el tiempo de vida
durante el cual los animales tienen una reproduccion activa (Campos, 2006).

Si hay un desequilibrio energético prolongado, el nivel de glucosa en sangre disminuye.

Actualmente se conoce que la hipoglucemia causada por un déficit energético prolongado actua
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negativamente sobre la sintesis de hormonas gonadotrofas, (Dinskin et al., 2003 Nousiainen et.
al., 2004).

Puntualmente, bajos niveles de energia se generan parcialmente ondas de LH atipicas que no
ocasionan ovulacién, de esta forma se explican los trastornos de la fertilidad en la deficiencia de
energia, que se manifiesta principalmente como: aciclia, estro silencioso, ovulacidn retardada
hasta la degeneracion quistica del foliculo. Con frecuencia en la deficiencia de la energia, no se
detecta la presencia del cuerpo luteo y el nivel de progesterona en la sangre es reducido. Un
déficit energético anterior al parto provoca un retraso en involucion uterina y en la aparicion del
primer estro en el siguiente ciclo reproductivo (Avila, 2005).

Un suministro correcto y suficiente de energia inmediatamente después del parto (“flushing”) no
puede corregir totalmente efectos negativos acumulados. Dinskin et al., (2003) plantean que
cuando un animal pierde 22 a 24% del peso corporal entra en anestro. Cuando la racion carece de
suficiente carga energetica, el suplemento proteico no se utiliza como proteina hasta tanto no
cubra requerimientos energéticos (Nousiainen et al., 2004).

El metabolismo de las proteinas es un proceso esencial para todo el organismo. Esta
estrechamente vinculado al de los demas compuestos o principios inmediatos, ya que las
enzimas que catalizan todas las reacciones metabdlicas, son proteinas. Ademas, se efectlan
constantemente las transformaciones quimicas de los productos intermedios del metabolismo
proteico en otros compuestos. Las proteinas son ademas el material principal de formacion de
diferentes estructuras biologicas (Fajardo, 2009).

Se admite que la baja ingestion de proteinas disminuye el apetito y la ganancia de peso, lo que
contribuye a la pérdida de condicién corporal y con ello se reducen las tasas de concepcion. El
efecto mas adverso se presenta en novillas (Hau, 2004), en las cuales las raciones proteina-
deficientes pueden provocar ausencia total de los ciclos estrales (Obispo et al., 2002).

1.3.2: Condicién corporal

La condicién corporal (CC) consiste en el grado de reservas grasas que tiene una animal
en su cuerpo y esuna medida del estado energético del mismo. Las vacas con depdsitos

de grasa adecuados los pueden movilizar para cubrir sus necesidades energéticas cuando la
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alimentacion no es suficiente para cubrirlas. Por eso, la condicion corporal al parto y al
momento del servicio tienen una relacion directa con la fertilidad (Birnie et al., 2000).

La determinacion de la condicion corporal se hace mediante la observacion y palpacion de
los depdsitos grasos de determinadas zonas. De acuerdo a lo que se observa y palpa en estas
zonas surge un escala de condicion corporal que va del 1 al 5 en la cual el 1 corresponde
a vacas extremadamente flacas y el 5a vacas obesas (Pefiafort y Bavera, 2003). La variacion
de la CC de un animal en forma individual, o de la totalidad del rebafio, tiene varias
implicaciones que pueden ser utilizadas para la toma de decisiones de manejo. La CC ademas
sirve, para determinar la cantidad y tipo de suplemento que requiere la vaca durante la lactancia.

La utilizacién de los registros de condicion corporal permite que los productores puedan
observar la eficiencia nutricional y reproductiva de un rebafio. La reanudacion de los ciclos
estrales después del parto guarda relacion con los cambios de peso al final de la gestacion y el
estado de carnes al momento del parto. Las vacas que presentan condicion corporal > 3.5
presentan el celo en un tiempo minimo; por el contrario, las que tienen peores indices o0 han
perdido peso al final de la gestacion tardan progresivamente mas tiempo. Las tasas de
concepcion son generalmente bajas (42 -63%) al primer servicio en los extremos de la condicion
corporal menor a 1.0 y mayor a 4.0 respectivamente. Lopez (2006) repotd que vacas con
condicién corporal extrema (<1 6 >4) al momento del primer servicio, tienen bajas tasas de
concepcion (<38%), pero no encontrd diferencias estadisticas en el intervalo del parto al primer
servicio.

Los cambios en la condicion corporal repercuten negativamente en la actividad folicular,
desencadenado alteraciones ya sea a nivel celular o a nivel de liberacion de factores
hipotalamicos (GnRH), (Birnie et al.,, 2000; Nakamura et al., 2005) que impiden la
foliculogénesis normal, que tiene como objetivo primordial la produccion de un ovulo
suficientemente maduro vy fertil.

Algunas hipotesis relativas a la secuencia de procesos subsiguientes a la hipoglucemia, la
reduccion del pool de glucosa o el ritmo de entrada a las células son: impedir la sintesis

hipotalamica o la liberacion de GnRH debido insuficiente cantidad de ATP para las neuronas
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secretoras del GnRH vy sus sinapsis u estimulacion de neuronas secretoras de opio de enddgeno.
Impedir la sintesis o la liberacion de hormonas FSH y LH por la adenohip6fisis, debido a
insuficiente cantidad de energia (glucosa+insulina) para el metabolismo celular alteraciones
en la estimulacién de la GnRH debido al insuficiente nimero de receptores de GnRH, o
insuficiente cantidad episodica o pulsatil de GnRH. Impedir el desarrollo del foliculo y el 6vulo
fecundado, asi, como la secrecion de estradiol, progesterona e inhibina debido a: Insuficiente
cantidad de energia (glucosa+insulina), menor sensibilidad a las gonadotropinas y insuficiente
cantidad de gonadotropinas. Muerte del 6vulo fecundado, embrion o feto, debido a: insuficiente
cantidad de glucosa (o productos glicoliticos) y probablemente insulina, u Insuficiente cantidad
de hormonas esteroides ovaricas (Michaluk et al., 2006, Nakamura et al., 2005).

1.3.4: Deficiencias de la nutricion mineral.

La mayoria de los minerales se encuentran distribuidos de una manera uniforme por todo el
organismo, donde aparecen en diversas combinaciones funcionales y segun concentraciones
caracteristicas que deben mantenerse dentro de limites bastante estrechos para se conserve la
integridad funcional y estructural de los tejidos. Son requeridos por el cuerpo para el 6ptimo
desarrollo muscular y una funcion nerviosa adecuada. Son componentes esenciales de enzimas,
hormonas y células (Schroeder, 2004).

Los minerales se consideran como el tercer grupo de nutrientes limitante en la produccién animal
y su importancia radica en que son necesarios para la transformacién de los alimentos en
componentes del organismo o en productos animales como leche, carne, crias, piel y lana (Florez
y Cristobal, 2004). La mayoria de los pastos de las regiones tropicales no satisfacen
completamente las necesidades de minerales en los animales que los pastan, como consecuencia
de las limitaciones climaticas y del suelo que impone restricciones nutricionales a los pastos. La
escasa disponibilidad de minerales en el suelo afecta a los forrajes restando la concentracion del
elemento deficiente en sus tejidos y contribuyendo con el bajo crecimiento de la planta.

Las deficiencias de minerales en el ganado, han sido reportadas en casi todas las regiones del
mundo y se consideran como minerales esenciales para los rumiantes en pastoreo el Ca, P, Na,

Co, Cu, I, Se, Fe, Se, Zny Mb (Flérez, 2004). Por otra parte, los requerimientos de minerales
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para los rumiantes dependen del tipo y nivel de produccion, edad de los animales, nivel y forma
quimica del elemento, interrelacion con otros minerales, raza y adaptacién del animal al
suplemento (Klassen, 2010).

En general, los bovinos requieren de unos 15 elementos minerales, con la finalidad de garantizar
una adecuada nutriciébn y asegurar una eficiente productividad (Montero, 2006). Se ha
encontrado que la carencia o desequilibrio de minerales en el suelo se refleja en el valor nutritivo
de los pastos y esto es una de las causas de la baja productividad y de los problemas de
reproduccion del ganado vacuno; esto se manifiesta en una tasa de concepcion no mayor a 45%,
un porcentaje de abortos que puede alcanzar al 10% y una edad y peso al primer servicio y al
primer parto que estan fuera de los valores eficientes para una ganaderia productiva (Garmendia,
2006). Ademas, puede causar aberraciones en el apetito como la pica o malasia e incrementar el
riesgo de ciertas enfermedades infecciosas como el botulismo (Reinoso y Silva, 2010).

El curso de una deficiencia puede dividirse en cuatro fases: deplecion, deficiencia, subclinica o
disfuncién y enfermedad clinica. La deplecion es el deficit en la dieta para mantener la
concentracion corporal del elemento, que cuando existen reservas corporales puede sostenerse
durante mucho tiempo sin aparecer sintomas clinicos. Se produce cuando los requerimientos
netos de un determinado elemento esencial son superiores a la absorcion neta de dicho elemento
a nivel intestinal. El organismo en este estado puede responder mejorando la absorcion intestinal
o disminuyendo las pérdidas enddgenas. Hay un descenso del elemento en cuestion en los
lugares de dep0sito, por lo que las concentraciones plasmaticas pueden permanece constantes.

La deficiencia ocurre si la carencia en la dieta persiste, lo que esta marcado por indicadores
bioguimicos que sefialan que el organismo no pueden mantener niveles constantes de los
minerales necesarios para las funciones fisioldgicas (Descalzo, 2003)

La fase subclinica o disfuncion llega después de periodos variables de tiempo, donde las
concentraciones o actividades de los minerales disminuyen, pero sin llegar a que los cambios en
las funciones se manifiesten como enfermedad clinica. Necesita el diagnostico de laboratorio
para su deteccion segura. Esta fase de la enfermedad carencial es la mas importante en

produccién animal, ya que ocasiona pérdidas econdmicas sin mostrar signos clinicos evidentes y
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especificos, produciendo disminucion en los aumentos de peso, retraso en el crecimiento,
disminucién en el consumo, menor fertilidad, pica, etc.(Bavera 2006° ; Descalzo, 2003)

La fase terminal, la de enfermedad clinica, que puede llevar a la muerte al animal, entra
directamente en el campo de la medicina veterinaria. Los signos clinicos son manifiestos, aunque
muchas veces inespecificos, comunes a distintas deficiencias y enfermedades, lo que dificulta el
diagndstico. Los sintomas son especificos cuando la deficiencia es muy marcada o de larga
duracion. Generalmente se debe recurrir al laboratorio para el diagnostico certero, pero aunque
se diagnostique correctamente, se medique y el animal no muera, el dafio econémico ya se
produjo (Bavera 2006°)

1.4: Diagnostico bioquimico de las enfermedades metabolicas y carenciales.

Se ha extendido el uso de los perfiles metabdlicos como método de diagndstico de las
enfermedades metabolicas y carenciales que afectan la reproduccion en varios paises del mundo
(Gonzélez, 2002; Fajardo et al., 2000, 2004). Estos son métodos complementarios cuyo objetivo
es renovar y reforzar la semiologia clinica, permiten esclarecer la naturaleza de enfermedades
especificas, la presencia de carencias nutricionales y los estados subclinicas de ciertas entidades
nosoldgicas que afectan la reproduccion y la produccion del ganado bovino (Alvarez, 2007;
Campos et al., 2007).

La gran variabilidad de pruebas cualitativas y cuantitativas que se realizan son orientadas hacia
el perfil mineral del suero sanguineo y de las reservas en los tejidos; estado del balance acido-
béasico; funcion del higado; estado del metabolismo proteico y de la energia de la dieta (Bouda et
al., 2005).

Las principales fuentes de variacion de los indices bioquimicos empleados en los perfiles
metabolicos son la raza, la edad, el estado fisiologico, el nivel de produccion, la estacion y la
base de la alimentacion (Kaneko et al., 2002; Schefer, 2003).

El diagnostico de los desequilibrios en la alimentacién mineral incluye los cambios patoldgicos,
los andlisis quimicos de tejidos, los fluidos bioldgicos, la base de la alimentacion y en muchos
casos es necesario la evaluacion del efecto de la suplementacion mineral (Radostits et al., 2000).

En nuestras condiciones de produccién es recomendable hacer un diagnéstico del estado mineral
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del ganado porque los animales tienen como base de la alimentacion el pasto y los forrajes
(Pedroso, 2005).

1.5: Relacién de la deficiencia de Cu, Zn y Mn con los trastornos reproductivos.

El Cu es esencial para el funcionamiento normal de todos los organismos vivos como cofactor
de wvarias enzimas involucradas en el desarrollo sistema nervioso, respiracion 'y
metabolismo del Fe. También juega un papel importante en la reproduccion de hembras
actuando a nivel de hipotdlamo a través la modulacion de las actividades neuroldgicas,
modificando la estabilidad de los granulos de GnRH y modulacion la liberacién de
neurohormonas. Estudios recientes muestran que los complejos de Cu suplementados en
combinacion con GnRH son més eficientes en la liberacién de LH y FSH de la glandula
pituitaria e influyen sobre el desarrollo fetal; en cambio, la hipocuprosis provoca diferencias
estructurales y anormalidades bioquimica incluyendo defectos del esqueleto y cambios en el
estructura cardiaca (Michaluk y Kochman, 2007)

El Mn es importante en los procesos reproductivos debido a que aportes insuficientes de este
elemento en la dieta se han relacionado directamente con anestro, retorno irregular al
estro, pobre desarrollo folicular, quistes ovaricos, retraso en la ovulacion, celos silentes y
de corta duracion, reduccion del porcentaje de concepcion, incremento del indice de aborto,
atrofia ovarica, retraso en la pubertad, nacimiento de terneros débiles o con alteraciones del
aparato locomotor o paralisis (Smith y Chase, 2007).

El Zn ha demostrado ser un microelemento fundamental para la unién de la mayoria de las
hormonas esteroidales con sus receptores en oOrganos Yy tejidos donde ejercen su accion
(NRC, 2005). Las deficiencias de este mineral provocan alteracion en el metabolismo de
los carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos y especialmente la sintesis de
prostaglandinas lo que afecta directamente la funcion latea (Mattioli, 2008).

En Cuba la suplementacién parenteral de Cu en dosis de 50 y 100 mg de Cu por via parenteral
resultaron eficaces para restaurar las concentraciones de Cu en suero sanguineo durante 60 dias y
en tejido hepatico en los animales tratados hasta los valores de referencia para la especie bovina,

sin presentar efectos toxicos ni residuales, ademas la administracién de 50 mg de Cu por via
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parenteral en las hembras bovinas con niveles de Cu en suero sanguineo hasta 14 pmol/L (hipo y
normocuprémicas) incrementd la cupremia, los porcentajes de presentaciones de celo y de
gestaciones, disminuy0 el riesgo relativo de presentar trastornos reproductivos y potencio los
tratamientos de induccién del celo (Garcia, 2008). Sin embargo este autor centr6 su estudio sélo
en la suplementacion de un oligoelemento en unidades de produccion con un mismo tipo de
suelo, mientras que las empresas productoras de leche mantienen sus unidades pecuarias sobre
diferentes tipos de suelos con su variedad de limitantes, ademas no da respuesta sobre el
comportamiento productivo, y salud de la ubre.

Teniendo en cuenta las limitantes del ecosistema ganadero planteadas por los diferentes autores y
conocido la accién del Zn, el Cu y el Mn, en el mejoramiento de la actividad reproductiva en el
ganado lechero en condiciones del trépico y en pastoreo, méas los resultados obtenidos con la
suplementacion del Cu por via parenteral, se hace necesario realizar estudios en condiciones de
produccidn, sobre la suplementacion por esta via de un compuesto inorganico de elementos trazas
constituido por el Zn, Cu y Mn, sobre el comportamiento reproductivo, de las novillas lecheras.
1.5: Importancia del Cu, Zny Mn para el organismo.

El Cu es un elemento esencial para plantas, animales y humanos. Alrededor del 1% de las
enzimas corporales requieren Cu para su actividad, esta directamente ligado a la formacién de la
hemoglobina, maduracion de los hematies y funcionamiento de los sistemas enzimaticos.
Participa en la formacion del tejido 6seo y conjuntivo y del sistema inmunoldgico. Es importante
para la integridad del sistema nervioso central y de la musculatura cardiaca. Se encuentra
distribuido en todos los tejidos del organismo, principalmente bajo la forma de métalo proteinas,
funcionando como enzima (Waldron et. al., 2009).

El Cu forma parte integral del sistema citocromo, es parte estructural de las enzimas Cu
Superoxido dismutasa (Cu-SOD), Cu-Zn Superoxido dismutasa (Cu-Zn-SOD), Ceruloplasmina
(Cp), citocromo oxidasa CCO), tirosinasa (polifelin oxidasa), acido ascorbico oxidasa,
monoamina oxidasa plasmatica, lisil oxidasa y uricasa dependiente de Cu (Swenson y Reece,
1993, Sekler et al., 2007)
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El Cu juega un papel importante en la reproduccion de hembras actuando a nivel de hipotalamo a
través la modulacion de las actividades neuroldgicas, modificando la estabilidad de los granulos
de GnRH y modulacion la liberacion de neurohormonas. (Michaluk y Kochman, 2007).

El Zinc es un elemento mineral esencial para la vida ya que forma parte de numerosos sistemas
enzimaticos. Tiene su accién principal en los tejidos de alta velocidad de formacién de células y
es por eso que su deficiencia perjudica el crecimiento de los terneros; disminuye la produccion
de espermatozoides en los toros y favorece las enfermedades de la piel y de las pezuiias. EI Zn
resulta esencial como mineral traza por su rol estructural, catalitico y regulatorio de la actividad
celular. Por un lado el Zn actla estabilizando proteinas, de modo de mantener su conformacién
espacial y actividad normal. En este sentido entre el 3 y el 10 % de las proteinas asociadas al
genoma y mas de 300 enzimas son metaloproteinas dependientes de Zn (Nunnery et al., 2007).
Asumiendo que estas funciones enzimaticasy la expresion genica pueden alterarse ante
la carencia, resulta entendible la posible variedad de consecuencias en la salud animal (Sekler et
al., 2007).

Las enzimas dependientes de Zn cumplen maltiples funciones y actla en vias metabolicas
vitales. La Cu-ZnSOD es una de las principales enzimas del sistema antioxidante del organismo
(Miller, 2004). La fosfatasa alcalina se encarga de liberar grupos fosfatos de moléculas
mas complejas. La anhidrasa carbdnica se encarga de interconvertir acido carbénico en didxido
de carbono, manteniendo la respiracion celular y el equilibrio &cido-base del organismo (Lichten,
2006). Enzimas presentes en la secrecién pancreatica, como las carboxipeptidasas A y B son
dependientes de Zn en su funcionamiento, y estdn encargadas de degradar las proteinas del
alimento desde su extremo carboxilo terminal. Las colagenasas son metaloproteinasas asociadas
con la remodelacion tisular. La piruvatocinasa es una enzima Zn dependiente que participa en
la glucdlisis y su actividad es un paso limitante modulado por la insulina (Tubek, 2007)

El Zn también es necesario para la sintesis del colesterol, que es a su vez necesario para la
sintesis de los esteroides, estrogenos, progesterona y testosterona. Una produccion insuficiente

de esteroides da como resultado una menor concentracién circulante de estas hormonas
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reproductivas provocando asi la produccion de esperma anormal en los machos y de ciclos
estrales irregulares en las hembras (Small et al., 2008)

El Mn es cofactor para arginasa responsible para produccion de urea en el higado, SOD y
piruvato carboxilasa una enzima esencial en la gluconeogenesis. En el cerebro, 80% de Mn es
asociada con con glutamina sintetasa una enzima especifico de astrocito, el Mn es imprescindible
para el metabolismo del colesterol necesaria para la sintesis de las hormonas esteroides,
incluyendo los estrogenos, FSH, LH, y las hormonas andrégenos (Grifith et al., 2007).

Su carencia en bovinos produce una disminucién de la fertilidad, y en las vacas gestantes, afecta
el desarrollo del feto, el peso al nacer y provoca un incremento en los casos de abortos y
también incrementan las apariciones de celos silenciosas y quistes ovaricas ( Kumar et al., 2011).
1.6: Metabolismo del Cu Zny Mn.

El Mn aparece distribuido por todo el cuerpo en cantidades minimas, aunque tiende a
concentrarse en las mitocondrias. También se halla en el hueso, higado, pancreas, rifion, cerebro
y corazon. El hueso es la fuente principal de manganeso y puede servir como deposito de este
elemento. También se halla en el higado, musculos y rifiones. La concentracion de Mn en el pelo
se puede correlacionar con el nivel en la dieta y se ha recomendado que el contenido en los pelos
del cuerpo de los cerdos se tome como criterio de un suministro adecuado de la dieta. EI Mn se
absorbe principalmente en el intestino delgado, especificamente, en el duodeno en animales
poligastricos y monogastricos, y su absorcion disminuye cuando existen cantidades excesivas de
calcio, fésforo o hierro. EI Mn absorbido se elimina rapidamente de la sangre al higado, huesos y
pelos. EI manganeso se elimina a través de la bilis y hacia el tubo intestinal y es excretado en las
heces. Se absorbe como Mn ligado a la bilis. Cada atomo tritura varias veces antes de su
excrecion final. La excrecién de Mn en la orina es despreciable.

En la mayoria de las especies el zinc se absorbe principalmente en el segmento superior del
intestino delgado (menos del 10% de la cantidad ingerida). La absorcion varia de acuerdo con la
forma en se ingiere el elemento. El carbonato, sulfato y oxido de zinc asi como el zinc metélico
se absorben igual. En el rumen de los rumiantes que reciben dietas de pasto solo hay 5-10% de

zinc en la forma soluble (pasto tiene 50%). Parece ser que el zinc se fija en la microflora de los
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preestomagos (Tapiero y Tew, 2003). En el abomaso y duodeno la solubilidad aumenta y puede
ser de méas del 80%. El exceso de &cido fitico reduce la absorcion de zinc. Los tejidos blancos
disponen de un amplio depdsito de zinc intercambiable que mantienen un equilibrio con el Zn
del plasma.

El Zn no es depositado en un érgano en particular. Los huesos y los musculos poseen las
mayores concentraciones, seguidos por el higado y la piel. Cuando el aporte por la dieta
sobrepasa los requerimientos el Zn se acumula en estos tejidos, mientras que durante un balance
negativo sus concentraciones van descendiendo, (Wright y Spears 2004).Los 6rganos como el
higado y la corteza renal son ricos en mitocondrias y poseen una cantidad maxima de zinc.
Existen tres vias de excrecion del Zn enddgeno, la digestiva, la renal y por leche. Las pérdidas
digestivas estan determinadas por la descamacion celular y las altas concentraciones de Zn en las
secreciones digestivas, especialmente la pancreadtica y la intestinal. Sus concentraciones
dependen del estatus de Zn del animal, y posee un reaseguro de reabsorcion, debido a que son
secretadas desde el pancreas junto a Metalotioneina (MT), proteina que estimula su reabsorcion
en el yeyuno (Tapiero y Tew, 2003). La eficacia de la reabsorcion es mayor en terneros con
deficiencia de Zn, lo cual demuestra que este es otro mecanismo de regulacién de pérdidas
enddgenas (Spears et al., 2004). La via renal tiene una importancia secundaria. La concentracion
de Zn en calostro es de alrededor de 30 pg/ml mientras que en la leche oscila entre 3y 5 pg/ml y
pueden variar con el aporte de Zn en la dieta.

Aunque no se conoce con precision el mecanismo de absorcién de cobre en el animal adulto, se
sabe que se lleva a cabo en varios tramos del tracto digestivo, desde el estbmago al intestino
grueso. En los rumiantes la absorcion se limita principalmente a duodeno y yeyuno, con una
capacidad de absorcién entre el 30 y 60%. No obstante, una gran parte de este cobre absorbido se
excreta, haciendo que al final las cifras que se manejen sean del 5-10% (Waldron, 2009).

La absorcion intestinal cuenta con dos componentes: por un lado el transporte activo que es
saturable y mediado por metalotioneinas (se relaciona con concentraciones bajas de cobre) y la
difusion simple, que es un mecanismo pasivo e insaturable (relacionado con concentraciones

altas de mineral), (Higdon y Droke, 2007). Ademas, la absorcién de los compuestos de cobre
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podria agruparse en dos categorias: aquellos que son absorbidos facilmente como es el caso de
hidréxidos, yoduros, glutamatos, citratos y pirofosfatos frente a los que tienen dificultada la
absorcion cual son los sulfatos, 6xidos, el cobre metélico y los compuestos de cobre no
hidrosolubles. En rumiantes se presenta predominantemente como cobre monovalente Cu * cuya
absorcion es mas dificil que en su forma divalente Cu®*, pues la valencia del ion de cobre influye
en la disponibilidad del metal en el intestino. Los animales monogéstricos y los terneros
absorben del 45-55 % del cobre dietético, lo que puede ser debido a los bajos niveles de hierro en
su comida y a la formacion de sulfito de cobre por la reduccién de sulfato a sulfito.

El sistema microbid6tico en el rumen es un factor importante que determina la disponibilidad del
cobre, lo que se denota claramente por la influencia de la produccion de sulfito en el rumen; se
piensa que esta unido el cobre a S formando sulfuro cuproso (Cu,S) una forma mas insoluble
incluso que el sulfuro cuprico (CuS). En el ambiente ruminal con un pH reducido, el cobre se
puede presentar de forma monovalente, y de hecho se puede demostrar que muestras de rumen
reducen facilmente grandes cantidades de cobre ionico (Maintz et al., 2008). La razén de la
vulnerabilidad del rumiante al déficit del cobre tiene su explicacion en los procesos digestivos
que tienen lugar en el rumen, donde se degradan las fuentes organicas e inorganicas de azufre a
sulfuro. Los protozoos del rumen juegan un papel muy importante en la generacion de sulfuro;
asi se ha visto que en animales libres de patdgenos que son extraidos mediante cesarea o
mediante la administracion de ion6foros antiprotozoarios, la absorcion de cobre esta aumentada.
Durante la digestion ruminal la mayor parte del cobre liberado va a precipitar en forma de
sulfuro de cobre y permanece sin absorberse, mientras que el liberado durante la digestion
postruminal se une parcialmente a componentes no digeridos, (Maintz et al., 2008).

1.6.1: Elementos antagonistas de la absorcion del Cu, Zny Mn.

El balance entre los micro minerales también es una consideracion importante y representa un
gran reto debido a las interacciones antagonicas que ocurren entre los minerales. Las
interacciones primarias son el impacto negativo de altos niveles de Mo y S en la absorcion del
Cu, (Siciliano et al., 2008) la interferencia causada por los altos niveles de Fe para la absorcion

del Zn, Cu y Mn; y la reducida absorcion de Zn en la presencia de dietas altas en Ca. Algunos
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autores recalcan sobre una interaccion que es muchas veces ignorada entre el Zn y el Cu. Para
mantener un estatus adecuado de estos elementos, los niveles en la dieta deben conservar una
relacion entre 1:3 hasta 1:5 de Cu con respecto al Zn (Cu:Zn).

Ademas, cantidades elevadas de Fe (250 a 1200 ppm de carbonato ferroso) también disminuyen
la absorcion del Cu. Sin embargo, en terneros lactantes (Bremner et al., 1987) observaron que el
Fe no ejerce un efecto antagonista sobre el Cu, posiblemente debido a que sea necesario la
presencia de un rumen funcional para que el Fe interaccione con el Cu. Complicando ain mas la
situacién, cuando el Fe y el Mo se afiaden a una racion pobre en Cu no se produce un
antagonismo adicional porque el Fe y el Mo compiten para unirse a los sulfitos. Otra interaccion
a destacar, es la accién negativa que ejercen concentraciones elevadas de P y Ca sobre la
absorcion de Mn (Spears, 2003).

El principal factor de interferencia en la absorcion del Zn dietario en todas las especies es el
acido fitico, y este es inactivado por la flora ruminal, el coeficiente de absorcion del Zn en
rumiantes es alto, con informes del 30 al 45 % en dietas con 40 y 17 ppm (MS) respectivamente,
de alrededor del 50 % en terneros y vacas con dietas deficientes (17 ppm - MS) (Tubek, 2007), y
del 60 al 70 % tanto desde forrajes como de granos. Cuando el ternero es lactante y no posee un
rumen funcional sufre las interferencias propias de los monogastricos, como ocurre con el uso de
proteinas de soja en los sustitutos lacteos, los cuales aportan fitatos que reducen la absorcion del
Zn (Xu et al., 1997, Glauber, 2008).Las Fuentes de Zn podrian condicionar su absorcion,
(Wright y Spears, 2004). Las altas ingestas de Ca y P disminuyen la absorcién del Zn a nivel
intestinal.

1.6.2: Transferencia del Cu Zny Mn al feto durante la gestacion.

El feto en desarrollo depende totalmente en la disponibilidad de los elementos traza desde la
transferencia materna, entonces el nivel de estos elementos en el feto refleja el estado mineral
materna. Los microelementos disponibles al feto desde la madre incluyen aquellos consumidos

en la dieta y también los movilizados desde las reservas cuando sea necesario (Van Saun, 2007).
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Algunos autores han demostrado que hay un descenso en la concentracion de Cu durante
gestacion tardia por lo cual puede ser consistente con la transferencia de minerales materna al
feto. (Patterson et al., 1999)

Numerosos estudios han demostrado una habilidad de concentracién mineral hepatica del feto
excede los valores de la madre casi doble in la mayoria de los casos (Hidiroglou y Knipfel,
1981; Gonneratne y Christensen, 1989, Van Saun et al., 1989% Abdelrahman y Kincaid, 1993;
House y Bell, 1994; Graham et al., 1994).

1.7: Etiologia de la deficiencia de Cu Zny Mn.

La presentacion de deficiencias de un mineral en el organismo se agrupa en dos situaciones
generales. Las deficiencias primarias se presentan cuando existe un aporte insuficiente del
elemento en los alimentos o agua de bebida (Rayburn, 2009).

Por su parte, las deficiencias secundarias se presentan cuando los elementos estan en cantidades
adecuadas en el alimento, pero no tienen una absorcion y un metabolismo Optimos en el
organismo por alguna de las siguientes causas: a) Procesamiento de los alimentos, existe una
pérdida de elementos como consecuencia de la refinacion; b) interacciones dietarias, se debe a la
presencia de sustancias o elementos “antagonista” que compiten por las mismas vias metabdlicas
o forman complejos no biodisponibles; ¢) enfermedad adquirida y desordenes genéticos, suceden
cuando se afectan los mecanismos de absorcidn, excrecion o redistribucion en el organismo; d)
efecto de farmacos, disminuyen la absorcion o incrementan la excrecion (Bruerton, 2009).

En los rumiantes empleados en produccion, la causa mas comun de deficiencias secundarias es la
presencia de elementos 0 compuestos que causan interacciones en la dieta (Enjalbert et al., 2006)
1.8: Requerimientos de Cu, Zny Mn en la especie bovina.

Los requerimientos netos de un mineral incluyen aquellos de mantenimiento, que sirven para
compensar las pérdidas enddgenas, sumados a los de produccion (crecimiento, gestacion o
lactancia). Estos requerimientos indican la cantidad del mineral que debe ser absorbido, por lo
cual la dieta debe aportar una cantidad mayor (requerimiento bruto), el cual debe ser cubierto por
la dieta. El total de microminerales aportado por la dieta que alcanza los tejidos, es lo que se

define como cantidad bio-disponible o coeficiente de absorcién (Bavera, 2006°)
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Los requerimientos minerales trazas en los animales son relativamente bajos para el
mantenimiento (que sirven para compensar pérdidas endogenas), mientras que los de la
reproduccion y produccién varian con la edad y funciones que deben desarrollar, incluyendo la
naturaleza y el nivel de produccién. De esta manera queda claro que la incidencia de carencias
minerales serd mas alta conforme sean mas intensificados los sistemas de produccién y el nivel
genético del ganado (Depablos et al., 2009).

Los requerimientos de Mn varian dependiendo del estado fisiologico y de produccién. Por
ejemplo, en crecimiento y ceba los bovinos requieren 20 ppm en la dieta, mientras que las vacas
gestantes y lactantes requieren 40 ppm. EI Mn tiene un limite amplio para su suministro. El
maximo limite tolerable es de 1000 ppm; sin embargo el Mn interactGa con otros
minerales que pueden afectar su limite tolerable o afectar a otros minerales. La deficiencia de
Mn se relaciona con bajas tasas de concepcion y crecimiento, bajo peso al nacimiento y el
incremento en los abortos (Corpoica, 2010).

La multiplicidad de funciones de Zn, las dudas sobre su metabolismo y la incapacidad de
evaluar consecuencias subclinicas de la deficiencia hace que los requerimientos de Zn no sean
claros. En este sentido pareciera que concentraciones de Zn en la dieta inferiores a 20 ppm de Zn
(MS) se asocian con la carencia (Kessler et al., 2003). ElI empleo del método factorial para
ajustar los requerimientos lleva a establecer un requerimiento de 30 ppm (MS) en el alimento
para animales de carne (NRC, 2000), y del mismo valor para bovinos de leche, a excepcion de la
vaca en lactancia que posee requerimientos mayores, afiadiendo 24 mg por kg de leche, llevando
los requerimientos de un animal de 650 Kg y 40 Kg de leche por dia a 63 ppm de Zn (MS)
(Spears, 2003). Nocek et al., (2006) lograron mejorar la eficiencia productiva y reproductiva en
rodeos lecheros suplementando por encima de los requerimientos del NRC (2007). No resulta
extrafio encontrar sugerencias distintas, como de 19 ppm (MS) para terneros en crecimiento
(Kirchgessner y Heindl, 1993), 40 ppm (MS) para cualquier categoria (McDowell, 2002) o de 50
a 75 ppm (MS) para animales de engorde a corral (Boyles et al 1995).

En terneros requerimientos de Cu oscilan entre 6,2 y 7,5 ppm (MS), segun la edad y el ritmo de

crecimiento (Suttle, 2002), sin embargo, se debid elevar de 8 a 15 ppm (MS) la concentracion de
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Cu en la dieta para evitar signos clinicos de hipocuprosis en animales en crecimiento (Mills,
1983).

En la vaca lechera adulta se recomienda una concentracion de Cu en la dieta de 10 ppm (MS) vy
de 4 a 10 para el vacuno de carne; estos requerimientos indican la cantidad de Cu que debe ser
absorbido, por lo cual las mismas deben aportar una cantidad mayor, que se conoce como
requerimiento bruto, siendo los niveles méximos tolerables en la dieta 100 ppm (MS) de Cu
(NRC, 2005).

1.9: Diagnostico y caracterizacion de la deficiencia de Cu, Zn y Mn en la especie bovina.

La determinacion de la existencia de deficiencias minerales requiere realizar analisis quimicos de
los pastos, aguas y fluidos y tejidos animales de las areas problema, seguidos de pruebas de
alimentacion y/o dosificacion de los minerales para confirmar la existencia de la deficiencia
sospechada. En tal sentido, se ha argumentado que la via méas eficiente para demostrar la
existencia de una carencia mineral es la respuesta bioproductiva a su suplementacion
(McDowell, 2005)

Los niveles de cupremia a partir de los cuales se han observado sintomas clinicos son variables,
en regiones templadas y céalidas se han reportado con tenores de Cu sérico inferiores a 7,85
umol/L (Gartner et al., 1980), otros no han observado sintomas clinicos de deficiencia en ningin
momento en animales con cupremias inferiores a este umbral (Rabotnikof et al., 1983).

Las concentraciones del dicho microelemento en sangre reflejan el contenido de la dieta del
mismo, siendo influenciadas por la edad, la gestacion y las enfermedades; durante la gestacion
aumenta la cupremia levemente hasta la mitad de la gestacion, disminuyendo marcadamente a
partir del séptimo mes de la misma (Aiello, 1998), existiendo reportes donde los niveles de Cu
no varian durante la lactancia, (Ceballos et al., 2002 y Hernandez, 2006).

A excepcion de los casos en los que la enfermedad se manifiesta clinicamente, la cupremia como
anico método diagndstico es poco confiable y dudoso, sobre todo en situaciones marginales,
debido a que en muchas ocasiones animales con bajas reservas hepaticas de Cu pueden tener
tenores séricos dentro de rango normal, ya que este Grgano sigue enviando sus reservas a la

circulacion (Quiroz et al., 2003).
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El desarrollo de la carencia de Zn en bovinos sigue una serie de fases comunes a otras
carencias minerales. Un animal expuesto a un balance negativo de Zn comienza a movilizarlo
desde diferentes tejidos, caracterizando la primera fase de carencia llamada deplecion.
Posteriormente descienden los niveles en plasma, caracterizando la etapa de deficiencia. Cuando
el aporte de Zn a los tejidos es critico comienzan a fallar las metaloenzimas especificas y
las funciones dependientes de Zn, caracterizando la etapa de disfuncion. Producto de esta Ultima
aparecen las consecuencias subclinicas y luego clinicas de la enfermedad. La evaluacion de
concentraciones de Zn en tejidos seria de utilidad, pero resulta poco practica por su muestreo
invasivo (Puschner et. al., 2004), salvo emplear muestras de pelo, pero que sin embargo no han
ofrecido resultados contundentes (Wright y Spears, 2004).

La evaluacion de enzimas especificas puede resultar poco precisa o demasiado tardia. Esperar
por evidencias clinicas s6lo asegura que ya existieron dafios subclinicos de la carencia. Ante esta
situacion la evaluacion de la concentracion plasmatica de Zn (Cinquemia) sigue siendo la
eleccion mas comun para evaluar el estatus de un rebafo, especialmente en condiciones practicas
yaque su muestreo es sencillo y no invasivo, aungque posee limitaciones. Por un lado la
Cinguemia es inestable, descendiendo en respuesta a infecciones o estrés (Cousins et al., 2006,
Goff y Stabel, 1990, Norii, 2008).

Por otro lado, es un marcador indirecto de la carencia, ya que su descenso no implica
una disfuncion sino simplemente una caida en los valores circulantes a los cuales hay que tratar
de asociar con el riesgo de disfunciones. Existe un cierto acuerdo en considerar normal a valores
de cinquemia superiores a 13,97 pmol/L, mientras que concentraciones inferiores a 12,24
pmol/L indicarian carencia, dejando un rango de estado marginal entre ambas (Enjalbert, 2006).
Otros autores reportan como limite de deficiencia 12,62 umol/L (McDowell y Arthington, 2005)
El diagndstico del Mn en suero sanguineo presenta dificultades, su carencia puede establecerse
por la deficiencia del mismo en el pasto y el tejido hepéatico, acompafiado de la baja
productividad de los animales y la respuesta a la suplementacion de este mineral (McDowell y
Arthington, 2005), pero en la actualidad, no existe una prueba diagnostico simple para evaluar la

deficiencia del Mn en los animales. Las funciones reproductivas son mucho mas sensibles y
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entonces son afectadas antes de cualquier modificacion bioquimica, por ejemplo el nivel de la
enzima Mn dependiente, Arginasa hepética, o la evaluacion de hueso o sangre, sin embargo la
manera de diagnostico mas directa es de observar la reaccion ante la aplicacién de una dosis
adecuada (Radostitis et al., 2000)

1.9.1: Concentraciones sanguineas de Cu y Zn.

La evaluacién del estado de Cu en el organismo puede hacerse mediante la determinacion del Cu
en plasma o suero sanguineo de los animales. Los valores de referencia para el Cu plasmatico en
bovinos son de 11 a 18 mmol/L (NRC, 2007). Animales con deficiencias de Cu pueden tener
cupremias dentro de rango, ya que los tejidos en donde normalmente se acumula siguen
enviando sus reservas de Cu a la circulacién. Asimismo, animales con intoxicacién crénica por
Cu pueden tener acumulacion excesiva principalmente en el higado y los niveles séricos
encontrarse dentro de rangos de referencia (Quiroz, 2001)

El rango normal de Zn en plasma 6 suero de los vacunos es de 12,2 — 18,2 umol/L, los sintomas
en el ganado joven comienzan a aparecer por debajo de 3 umol/L. El nivel de Zn en sangre no
seria un criterio unico para diagnosticar una deficiencia ya que estaria afectado por el lugar
donde permanece el ganado, lo que indicaria diferencias en la ingestion del elemento
cuando los niveles entre lugares son diferentes. En sangre viaja principalmente unido a
albimina (85%) y el resto unido una a2-macroglobulina (14 %)y a amino&cidos (1%). Su
captacion por los tejidos ocurriria por distintos transportadores cuya expresion seria tambiéen
regulada por el balance celular de Zn (Cousins et al., 2006).

Llama la atencion que el mecanismo de incorporacion a los tejidos involucre una numerosa y
compleja variedad de sistemas, que van desde cotransportes con proteinas y aminoacidos como
cisteina e histidina, transportadores asociados a la transferencia de hierro y una amplia variedad
transportadores especificos (Tapiero y Tew 2003).

Los andlisis de Zn en sangre tienen el inconveniente de la facil contaminacién durante el
procesamiento, por lo que debe utilizarse una técnica analitica que emplea todo el material de
laboratorio de plastico descartable. Si la muestra no se toma en estas condiciones no vale

la pena continuar con el analisis de Zn en sangre. Los elementos de goma, tapones, tubos y
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émbolos de jeringas, tienen OZn 'y no se deben usar cuando se analiza este mineral (Mufarrege y
Domingos, 2001).

1.9.2: Concentraciones de Cu Zn y Mn en tejido hepatico.

El higado es el principal 6rgano de reserva de Cu, Zn y Mn en el organismo, (Suttle, 2002);
resultando inevitable la determinacion de las concentraciones de dicho elementos trazas en tejido
hepatico si se quiere conocer este valor con exactitud (Quiroz et al., 2003; Soler et al., 2006).
Diferentes autores tiene varios criterios sobre los pardmetros de referencia para estos
oligoelemento en el tejido hepatico Radostits et al., (2000) sugieren que para Cu son de 100 —
400 ppm y guardan relacién lineal con la absorcién intestinal cuando la dieta cubre los
requerimientos minimo. En otro lado Bavera (2000°), sefial6 valores hepéticos de 200 a 400 ppm.
Otros sefialan como valores de referencia 100 a 200 ppm (Alvarez, 2001; McDowell, 2005).

El Zn no es depositado en un drgano en particular. Los huesos y los musculos poseen las
mayores concentraciones, seguidos por el higado y la piel. Cuando el aporte por la
dieta sobrepasa los requerimientos el Zn se acumula en estos tejidos, mientras que durante un
balance negativo sus concentraciones van descendiendo se siguiere que mas del60 ppm son los
valores normal de este elemento en tejido hepatico, (Wright y Spears, 2004).

El NRC (2005) refiere que 6 ppm de Mn como valores de este microelemento en el higado
bovino.

1.9.3: Determinacion de sustancias con Cu en su molécula

Otras formas que se han establecido para conocer el comportamiento del Cu en el organismo son
la medicién de actividad o concentracion de enzimas que contienen Cu en su molécula. Entre
ellas se encuentran la Cp, la citocromo-oxidasa y la SOD de los eritrocitos. EI Cp es el principal
transportador de Cu en el organismo, aproximadamente 80%-95% del Cu circulante se encuentra
unido a la Cp. (Quiroz 2001).

Las células que requieren de Cu para sus procesos vitales lo obtienen a partir de esta molécula.
De igual manera, es una enzima con actividad oxidasa sobre sustratos como poliaminas y
polifenoles. La Cp cataliza la conversion del hierro, al oxidarlo del estado ferroso al estado

férrico a nivel de superficie celular, por éste recibe el sindbnimo de ferroxidasa. Este mecanismo
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es el que justifica la aparicion de anemia en los animales deficientes en Cu. La Cp no puede
ganar o perder &tomos de Cu en circulacidn. Se considera que el elemento esta en proporcion no
dializable cuando se une a la Cp y en proporcion dializable cuando esta ligeramente unido a
albimina. En estados de hipocuprosis se forma una apo-Cp con secuencia de aminoacidos
idéntica, pero sin actividad oxidasa. Es necesario que la Cp entre a las células para transferir sus
atomos de Cu. Las células requieren un atomo del elemento para formar enzimas como
monoamino oxidasa, diamino oxidasa o ascorbato oxidasa (Loeb y Quimby, 2004).

Aunque menos frecuente que la Cp, la SOD se ha empleado como indicador del estado de cobre
en los animales y el hombre (Quiroz, 2001), Esta enzima se encuentra principalmente dentro de
los eritrocitos, pero también se observa en otros tejidos; su funcibn mas importante es la
conversion de radicales superéxido en peroxido de hidrogeno. Cuando se presenta una
disminucion en el estado de Cu en los animales, se ha identificado una disminucion en la
actividad de la SOD. Aunque hasta ahora no tiene una aplicacion rutinaria como método de
diagnostico para el estado de Cu en los animales. En el mundo existen diferentes investigaciones
sobre la presentacion de hipocupremia en rumiantes (Avila et al., 1997). Sin embargo, no se han
podido establecer métodos de diagndstico sencillos y precisos para este problema.

1.10: Niveles e interrelaciones de Cu, Zn y Mn en el suelo y el pasto.

Debido a que el proceso productivo bovino se basa en la maxima utilizacion del recurso forraje
es necesario estudiar todos los factores que afectan el contenido de nutrientes de los
mismos. El suelo, conjuntamente con la especie vegetal y la fertilizacion, son los factores mas
comunes que afectan el contenido mineral de las pasturas. Los desequilibrios de minerales
(deficiencias o excesos) en suelos y en los forrajes han sido considerados como responsables de
la baja produccion y problemas reproductivos de los rumiantes en pastoreo en los tropicos
(Klassen, 2010), pero generalmente no se ha armonizado el momento en el cual se presentan los
maximos requerimientos del animal con la maxima oferta nutricional de los forrajes. Por otra
parte, el ganadero debe abortar la practica de suministro de sal comun por un suplemento mineral

completo. ElI buen suministro de sales minerales en diferentes regiones tropicales ha
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incrementado el porcentaje de partos de 10 al 50% y han disminuido los abortos de 10% a
valores menores de 1%.

Las plantas cubren sus necesidades de microelementos minerales a partir de la solucién del
suelo, siendo determinante el estudio de la relacion suelo-planta. Depablos et al, (2009) plantean
que los microelementos se encuentran en el suelo bajo cinco estados: Solubilizados en agua en la
solucion del suelo, intercambiables: iones enlazados por cargas eléctricas de las particulas del
suelo, absorbidos, quelatados o formando complejos: la mayoria de los microelementos son
metales pesados, capaces de formar complejos con agentes complejantes o quelatantes de la
materia organica del suelo, minerales primarios: componentes de la roca madre, minerales
secundarios: en arcillas y 6xidos metalicos insolubles. En el caso del Mn, para que pueda ser
absorbido por las raices de las plantas, debe encontrarse como Mn?* o como quelato de
manganeso. Al pH normal de la mayoria de los suelos (5,5-6,5), la mayor parte del manganeso
se encuentra como MnO; insoluble, por lo que este debe ser reducido y convertido a formas
solubles para su asimilacion. La quelatacién del Mn** previene su reoxidacién e incrementa la
movilidad de manganeso reducido en la zona de la rizosfera, siendo la asimilacion para las
plantas mucho maés facil que la asimilacion de hierro.

El Cu®* se liga fuertemente con los 4cidos hiimicos y fllvicos, formando complejos con la
materia organica. En la solucion del suelo, hasta el 98 % del cobre se encuentra quelatado por
compuestos organicos de bajo peso molecular (aminoacidos, &cidos fendlicos, &cidos
polihidroxicarboxilicos, etc.). EI complejo mas simple del ion cobre es el formado con el i6n
amonio, Cu (NH3) ™", el cual es un complejo de color azul oscuro extremadamente soluble.
También con el &cido tartarico, el cobre forma un excelente quelato que puede mantenerse en
solucién en medios fuertemente alcalinos. En solucién acuosa, el ion Cu®* es absorbido mas
rapidamente gue el cobre quelatado.

La concentracion de Zn depende de la composicion del material parental y de la mineralogia del
suelo, especialmente de la concentracion de cuarzo, de manera que solamente una pequefia

fraccion del zinc esta en forma intercambiable o soluble. Aproximadamente, la mitad del Zn
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disuelto estd presente como cation zinc hidratado, siendo, por lo general, la absorcion de este
elemento un proceso relativamente facil para las plantas.

El estado de madurez del forraje es de importancia sobre el contenido de proteina y de minerales
en las plantas, ya que durante la etapa inicial de crecimiento se presenta un alto contenido de
minerales, contrario a la disminucién gradual que se presenta a medida que la planta madura.
Minerales como el P, Zn, Fe, Co y Mo son los que presentan mayor disminucion durante el
proceso fisiolégico de crecimiento y maduracién de la planta. Se ha encontrado disminucién del
cobre de 10 ppm a menos de 4 ppm en pastos que maduran, mientras que en el P la diferencia va
de 0,25% a valores inferiores a 0,10% ((Depablos et al., 2009). En la tabla se demuestra los
limites criticos en el suelo y en el pasto de los oligoelementos Cu, Zn'y Mn.

Tabla 2. Concentraciones minerales de pastos y suelos

Elemento LC en Pasto LC en suelo
Cu (ppm) 10 0.6

Mn (ppm) 40 19

Zn (ppm) 30 2

Los niveles criticos de minerales en el suelo y pasto que son sugestivos de deficiencias son establecidos segln
McDowell y Arthington, (2005).

1.11: Suplementacion del Cu por via oral y su repercusion sobre aspectos bio-productivos.

Existen varios métodos de suplementacion de minerales, dentro de los cuales habria que analizar
cuél se adapta mejor a nuestras condiciones de manejo o sistema de produccion. En términos
generales frente a cuadros de deficiencia de minerales, debe considerarse la suplementacion con
productos orales, dado que es imposible suministrar por via parenteral las dosis diarias
requeridas. La suplementacion oral es la forma mas natural de aportar los minerales.
Basicamente se considera que lo que entra por boca es mas eficiente, porque los minerales no
solo son fundamentales en el metabolismo animal, sino que también juegan un papel importante
en el ambiente ruminal al mejorar la digestibilidad y aprovechamiento del forraje (NRC, 2007).
Estas mezclas de sales minerales orales, pueden ser de presentacion solida o liquida.
Tradicionalmente para el tratamiento y profilaxis de carencias minerales se ha recomendado la

suplementacion de los animales con sales inorganicas a voluntad, en tal sentido, recientemente se
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obtuvieron efectos satisfactorios sobre el comportamiento reproductivo de las vacas lecheras en
la region oriental de Cuba al introducirse una sal mineral a voluntad, adaptada a las condiciones
de de explotacion de esos rebafios (Fajardo, 2009).

Sin embargo, la via oral tiene varios inconvenientes, en primer lugar la gran cantidad de
antagonistas que interfieren su absorcion y metabolismo, ademas por ella no se controla el
consumo del mineral por los animales y como consecuencia de estos dos factores puede
presentarse la carencia en los mismos (Lipps et al., 2009).

1.12: Ventajas de la suplementacion con sales inyectables de Cu Zny Mn.

La suplementacion con productos inyectables se utilizarse para suplementar de microelementos y
resulta esencial un diagnostico correcto y dosis apropiadas para corregir las carencias que
generalmente se interrelacionan. Suelen ser de gran utilidad para el tratamiento y prevencion de
sindromes de origen carencial, el periodo de accion estd condicionado a la formulacion y la
capacidad del animal de retener estos microelementos en los tejidos de depdsito (Kinal et al.,
2007). Estos tratamientos inyectables son sumamente efectivos cuando se los utiliza en forma
estratégica previo a periodos fisioldégicos de mayor demanda.

En Cuba, se han reportado resultados positivos en relacion a la utilizacion de la via subcutanea
para la aplicacion de micro elementos, especialmente en la provincia de Villa Clara donde se
reportd un aumento significativo de los niveles del cobre séricos después de un ciclo de
tratamiento con este microelemento en vacas lecheras, las que mejoraron los indicadores
reproductivos y productivos con notables beneficios econdémicos (Garcia et al., 2006). En otras
partes del mundo, hoy en dia se han incrementado las investigaciones sobre la utilizacion de la
via parenteral para la suministracion de los microelementos, como una alternativa mas efectiva y
eficientes econdmicamente, obteniéndose una respuesta favorable (Black y French, 2004).

1.13: Intoxicacion por Cu, Zn y Mn en bovinos.

Cu es elemento esencial siendo parte de muchas metaloenzimas y proteinas, sin embargo es
extremadamente toxico cuando ingerido en exceso (Bailey et al., 2001; Engle et al., 2001;
Lopez-Alonso et al., 2005; Blanco-Penedo et al., 2006; L&pez-Alonso et al., 2005;
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Christodoulopoulos y Roubies, 2007). Intoxicacion por este elemento es responsable de muchas
perdidas econdmicas por la mortalidad de los animales (Headley et al., 2008).

Los bovinos son relativamente resistentes al intoxicacion por Cu ya que pueden ingerir hasta 100
mg de Cu/Kg en la dieta (Engle et al., 2001; Radostits et al., 2002; Lépez-Alonso et al., 2005;
Blanco-Penedo et al., 2006; L6pez-Alonso et al., 2006) y en los terneros la torelancia en la
dosificacion en la leche es desconocida sin embargo 50 ppm no causé intoxicacion pero una
dosis de 200-500 ppm en la leche redujo la GMD de los mismo (Jenkins Hidroglou, 2001).

Cu es acumulada en el higado de los animales resultado en severo cambios funcionales y puede
causar la muerte (Bailey et al., 2001; Lopez-Alonso et al., 2005; Lépez-Alonso et al., 2005%
Blanco-Penedo et al., 2006; Christodoulopoulos y Roubies, 2007; Power, 2006; Headley et al.,
2008). La distribucion de Cu en el higado es mayor en citosol y en el nicleo (Lopez-Alonso et
al., 2005)

Animales intoxicado por acumulacién de Cu en el higado presenta muerte de hepatocitos por
dafio oxidativo, es decir perioxidacion de lipidos de la membrana celular y el Cu es liberado en el
flujo sanguineo aumentado su concentracion en el suero por lo cual causa la hemolisis de los
globulos rojos (Costa et al., 2003; Fazzio et al., 2008; Nwude et al., 2011) desnaturalizacion y
conversion a la metahemoglobina. Este hemolisis masivo en asociacion con la deplecion de la
Hb causa anemia, ictericia y menos oxigeno es transportado causando hipoxia al animal. Ademas
puede ocurrir la hemoglobinuria. Con la muerte de los hepatocitos la excrecidn biliar es reducida
por lo cual favorece la acumulacién del Cu en el higado en la tabla 3 se puede aprecia la

consecuencia de alta ingestion de Cu, Zn 'y Mn.
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Tabla.3 Dosis toxico de Cu, Zn y Mn en bovinos (Lépez-Alonso et al., 2006; Radostits et al.,
2007)

El. Dosis toxico Efecto observado

20-110 mg de Cu/Kg PV Intoxicacion aguda en terneros
20- 400 mg CuS/Kg PV (dosis unica) Intoxicacion aguda en vaca adulta
Cu 220-880 mg Cu/Kg PV (dosis Unica)  Muerte del animal
3-4 mg Cu/Kg PV (diario) Intoxicacion cronica en adulto
1-2 mg Cu/Kg PV (diario) Intoxicacién cronica en ternero
Reduccion de 22% de GMD y 12% de la
conversion alimentaria
Mn 1000 ppm de Mn Aumento la concentracion plasmatica ester
de colesterol (porcion HDL) y triglicéridos
Aumento de triglicéridos en el higado

>2 000 ppm Intoxicacion

Terneros presenta reduccion en GMD, ingestion
700 mg de Zn/Kg en dieta de alimentos, digestibilidad de nitrogeno y

hematocrito.

Alta % de ternero con neumonia y trastornos
706 mg de Zn en la leche urinarias y muerte

Retardo en crecimiento, reduccién en

Zn 900 a1 000de Zn/Kg en la dieta digestibilidad de nitrogeno y hematocrito
2 000 mg/Kg en la dieta Disminucidn de la produccion lactea.
150 mg del Oxido de Zinc Muerte de animal

Mn es considerado como elemento mineral con baja toxicidad en los animales (Carvalho et al.,
2003), pero con exceso puede causa intoxicacion (Crossgrove y Yokel, 2005). Los niveles
méaximo tolerables en bovinos son de 1 000 ppm, las dosis de Mn que pueden causa la
intoxicacion son descrita en la tabla 3. Alta concentracion de dicho elemento en la sangre
también aumenta los triglicéridos en la sangre y reduce esfingomielina en el corazén con la
formacién de toxicos con consecuencia de trastornos neuroldgicos (Takeda, 2003). El
diagnostico de la intoxicacion puede ser relevado determinado la concentracién del dicho

elemento en el higado, un nivel por encima de 70 ppm es considerado toxico.
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Segun Stoéber (1989), un consumo diario de dieta que contenga 2 000 ppm de Zn por seis
semanas solamente aumentd la concentracion del dicho elemento en la sangre y vacas
consumiendo ocho gramos del Zn, el Unico cambio que se notd es el aumento de dicho
oligoelemento en la leche, también ternero que consumieron 1 000 ppm de Zn no presentaron
manifestaciones de intoxicacion. La dosis que causa intoxicacién no es bien definida pero
algunos autores tienen diferentes criterios, tabla 3, (L6pez-Alonso et al., 2006 Radostits et al.,
2002).

Los animales intoxicados por el Zn pueden presentar las siguientes sintomas, inapetencia,
somnolencia, constipacion cronica, (Stéber, 1989; Radostits et al., 2002) diarrea verdosa y veces
sanguinolenta, deshidratacion y edema subcutaneo, anemia, una marcada disminucion de la
produccion lactea y disminucion de las bacteria celuloliticas. El tratamiento incluye aplicacion
de hidroxido de hierro como antidoto
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Capitulo 2: Parte experimental.

2.1: Materiales y métodos generales.

2.1.1: Unidades donde se desarrollo la investigacion.

La investigacion se desarrolld en 5 unidades de produccion, de dos ecosistemas ganaderos,
tipicos de la ganaderia bovina en la provincia de Villa Clara. Un ecosistema de Ilanura con dos
vaquerias y un centro de novillas y un ecosistema de premontafia con dos vaquerias, todos
pertenecientes a la empresa pecuaria "La Vitrina".

2.1.2: Clima del area experimental.

La temperatura promedio anual de la zona es de 24.32°C, siendo el mes mas caliente junio, con
25.9'C y los meses mas frios diciembre y enero, con 20.9°C y 20.2°C, respectivamente. Las
temperaturas maximas alcanzan 33.6°C en agosto y las minimas bajan hasta 11.9 “C en enero;
segun datos del Centro Meteorolégico Provincial.

La suma promedio de precipitacion anuales es de 1530 mm, con un promedio mensual de
127.5 mm; los mayores valores se encuentran en octubre y junio con 292.4 mm y 267.4 mm
respectivamente y los menores en Enero, con solo 25.4 mm. La lluvia caida durante la estacion
lluviosa (mayo — octubre) representa como promedio el 73.3 % del volumen total anual.

La insolacién promedio anual es de 7.02 horas, con mayor valor en abril (7.53 horas), junio
presenta el menor valor de este indicador con 6.23 horas. Los dias mas largos ocurren entre mayo
y julio y los més cortos entre noviembre y enero.

La evaporacion en la zona aumenta a partir de enero, con valores maximos en abril (101 mm) y
noviembre (94 mm). Por su parte, la humedad relativa promedio anual es de 82.7%, con mayor
valor en Mayo (87.5%) y menor valor en abril (76.0%).

2.1.3: Animales utilizados.

Para los estudios se utilizaron vacas entre 6 y 8 afios de edad y entre segunda y tercera lactancia
y novillas incorporadas a la reproduccion, todas del genotipo Hosltein x Cebu (H x C), libres de

brucelosis, tuberculosis y clinicamente sanas.
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2.1.4: Sacrificio de los animales.

Las muestras de higado se obtuvieron de animales desechados por baja produccion Ilactea,
sacrificados en un matadero bovino de la provincia de Villa Clara mediante insensibilizacion
eléctrica y posterior desangrado por seccion de la vena yugular.

2.1.5: Sistema de manejo y alimentacion.

En el periodo lluvioso el sistema de pastoreo es rotacional en linea y en el periodo poco lluvioso
el sistema de pastoreo es restringido en el tiempo, con una intensidad de pastoreo de 54.0 UGM
ha™ dia®, una carga global de 1.5 animales ha™, pastoreando 16 h diarias, donde el alimento
fundamental fue el pasto, el cual mantuvo una disponibilidad media por animal de 17.3 kg
/vaca/dia de materia seca en el periodo lluvioso, y de 7.5 kg MS/vaca/dia en el periodo poco
Iluvioso, con suplementacion mineral a base de fosfato dicalcico.

Las vacas se ordefiaban de forma manual, dos veces al dia, entre las 2 a.m. y las 5 a.m., y entre a
las 2 p.my 5 p.m, empledndose el sistema de amamantamiento restringido para la crianza de los
terneros, en el caso del ecosistema de premontafia y crianza artificial en el ecosistema de llanura.

2.1.6: Producto empleado y forma de administracion.

En la terapéutica de las carencias de Cu, Zn y Mn se empled formulacion que contiene CuSOy, al
1 %, ZnSO4 al 2 % u MnSO, al 1 %); pre establecida y utilizada por los laboratorios Pharmavet y
KOnig, que fue reformulada y producida, con un peso molecular de 351.80 g/mol, una pureza
entre 98.5 % y 102 % calculado en base anhidra, punto de fusién 173 °C — 179 °C contenido de
humedad inferior al 3,5 %.

El producto fue administrado siempre por via subcutanea, alejado del sitio de inyeccion en la
region lateral posterior del cuello.

2.1.7: Toma de muestras.

2.1.7.1: Calculo de la poblacion a estudiar.

El tamafio de la muestra se calculd de acuerdo a lo recomendado por OPS (1991), para estudios
de dos proporciones teniendo en cuenta la diferencia entre grupos obtenida por observacion

previa del investigador.
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2.1.7.2: Sangre.

Las muestras de sangre para los andlisis hematologicos se tomaron por venopuntura de la
yugular (5 ml), se utilizaron tubos de ensayo con anticoagulantes (EDTA) a una
concentracion de 1 mg/mL de sangre, previamente tapados y esterilizados. Las muestras para los
analisis de minerales se tomaron por el mismo método en tubos de ensayos sin anticoagulante,
esterilizados y desmineralizados; depositdndose en ellos una cantidad de 10 mL de
sangre; las mismas se centrifugaron a 900 g durante 10 minutos, obteniéndose el suero
sanguineo, el que se almacenoé a -10 °C hasta su analisis.

2.1.7.3: Higado.

Dentro de los 15 minutos posteriores al sacrificio de los animales se obtuvieron muestras del
borde ventral del l16bulo derecho (15 cm®), previa inspeccién general de la viscera para descartar
alguna alteracion. Las muestras se conservaron a -10 °C hasta el analisis.

2.1.8: Técnicas y procedimientos utilizados.

2.1.8.1: Sangre.

La hemoglobina se determind por el método de cianometahemoglobina (Drabkin, 1970),
dosificada fotocolorimétricamente con un Spekol-11 de fabricacién Alemana y el hematocrito,
por microhematocrito con tubo capilar.

Las determinaciones de minerales en suero sanguineo (Ca, Mg, Na, K, Zn, Fe y Cu) se realizaron
por espectrofotometria de absorcion atémica (Miles et al., 2001), en un equipo SP-9 de la
firma PYE UNICAM segun los procedimientos del fabricante. El fésforo (P) se determind por el
método colorimétrico descrito por los autores citados anteriormente.

2.1.8.2: Higado.

Las determinaciones de Cu en tejido hepatico se realizaron por espectrofotometria de absorcion
atdbmica (Miles et al., 2001) en un equipo SP-9 de la firma PYE UNICAM, segln los
procedimientos del fabricante.

2.1.8.3: Condicién Corporal.

La condicién corporal (CC) se diagnostico por inspeccidn clinica y clasificAndola en la escala
de 5 puntos (Parker, 1989).
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2.1.8.4: Andlisis de los indicadores reproductivos.

Se analizd la situacion reproductiva por los procedimientos recomendados por Brito (2001),
evaludndose en las novillas la edad a la incorporacion (El), Intervalo incorporacion-primera
inseminacion (11PI), incorporacion gestacion (11G), Edad al Parto (EP) e Intervalo incorporacion-
Parto (I1P). En las vacas se estudiaron el Intervalo Parto-Primera Inseminacion (IPPI), Periodo
de Servicio (PS), Intervalo Parto-Parto (IPP) y el indice de Inseminacion (11).

2.1.8.5: Examenes ginecoldgicos.

A todos los animales se les realiz6 el examen ginecoldgico para determinar posibles patologias
del aparato reproductor y confirmar las gestaciones segin la metodologia descrita por Holy,
(1987).

2.1.8.6: Metodologia para la deteccion del celo e inseminacion artificial.

Durante todo el periodo de observacion, en los experimentos que fue necesario, la deteccion del
celo se realizd de 6-10 a.m. y de 2-6 p.m. por un hombre entrenado auxiliado por toros
receladores (desviacion de pene) en una relacion toro\vaca de 1:25 (Pedroso y Roller, 2004). La
inseminacion se efectu6 aplicando el método cervical profundo por un técnico experimentado,
con una eficiencia técnica entre 50 y 55% en los Ultimos 4 afios, usando semen congelado en
pastillas de toros de fertilidad probada.

2.1.9: Criterios de inclusion y exclusion.

En todos los experimentos se utilizaron novillas y vacas, en etapa reproductiva, sin patologias en
su aparato genital y clinicamente sanas, segun examen clinico (Cuesta et al., 2007);
excluyéndose aquellos animales que no cumplieron los requisitos de inclusion, ademas como
criterio de salida se establecieron el sacrificio o muerte del animal, enfermedad cronica del

aparato reproductor e incumplimiento de las indicaciones médicas preestablecidas.
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2.2: Experimento 1: Caracterizacion de la deficiencia de Cu, Zny Mn, en el suelo y el pasto
de dos ecosistemas ganaderos de la provincia Villa Clara.

2.2.1: Introduccién.

Se conoce que las deficiencias minerales en bovinos en pastoreo, en el mundo, es uno de los
factores limitantes de los sistemas de produccién; en empresas pecuarias de la region central de
nuestro pais se diagnosticaron altas proporciones de vacas, novillas y sementales vacunos con
carencias de los mismos, que estaba afectando la reproduccion y la produccién lactea (Garcia et al.,
2005). Esta situacion coincide con estudios recientes que demuestran que la insuficiencia de
minerales en esta especie es un problema generalizado en todo el pais, asociadas con severos
trastornos reproductivos (Pedroso et al., 2009).

En nuestras condiciones los niveles de macroelementos se estudiaron en el eje suelo-planta-
animal (Rodriguez et al., 2006); sin embargo, en el caso de los microelementos resultan escasos
los estudios de los niveles de los mismos en el eje suelo-planta-animal y los reportes recientes,
aungue demuestran su deficiencia han sido realizados en un solo tipo de suelo (Garcia et al.,
2010).

En la actualidad se requiere realizar una investigacion de los niveles de microelementos en
diferentes tipos de suelos destinados a la ganaderia y el pasto que sobre los mismos crece con el
fin de conocer el estatus mineral en diferentes ecosistemas ganaderos tipicos de la ganaderia
cubana actual

Por tal razon este experimento tiene como objetivo evaluar el contenido de Cu, Zn'y Mn en suelo

y el pasto, de dos ecosistemas ganaderos de la provincia de Villa Clara.

2.2.2: Materiales y Métodos.

Ubicacion y caracteristicas del area experimental.

El presente estudio se desarrollé en cinco unidades de produccion de dos ecosistemas ganaderos,
tipicos de la ganaderia bovina en la provincia de Villa Clara. Uno ubicado en la llanura y el otro

de premontafia pertenecientes a la empresa pecuaria "La Vitrina".
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Suelo del &rea experimental

En el area experimental predominan los suelos pardos con carbonatos, de répida desecacion,
arcillosos y profundos sobre rocas calizas (Hernandez y Pérez, 1975).

Estos suelos son equivalentes al grupo de los Cambisoles en el sistema de clasificacion de suelos
FAO-UNESCO (Hernandez et al., 2001).

Procedimiento experimental.

Se utilizaron cinco unidades pecuarias representativas, dos vaquerias en el ecosistema de llanura
y un centro de novillas, mientras que en el ecosistema de premontaria se investigaron dos rebafios
lecheros, determinandose la composicion mineral del suelo y el pasto.

Toma de muestras y procedimientos analiticos.

Suelo.

Para la obtencion de las muestras de suelo se siguieron los procedimientos descritos por
Rodriguez (2000). Estas después de secadas al aire se pasaron por un tamiz con malla de 0.5 mm
y se les determind la materia organica mediante el método colorimétrico de Walkley y Black
(citado por Jackson, 1970) y el pH por el método potenciométrico, segin la NRAG 878/1987; el
P,Os y K;O mediante fotocolorimetria, por el método de Oniani (1964). Los minerales trazas
(Cu, Zn, Fe y Mn), se evaluaron por espectrofotometria de absorcion atdmica, segun la NRAG
894/1988.

Pasto.

Las muestras de pasto fueron colectadas entre las 9 a.m. y las 12 m, segin la NRAG 559/1982.
Las mismas se enviaron al laboratorio, donde primeramente fueron colocadas en una
estufa a 60 °C durante 72 horas y molidas. Para la determinacion de los minerales trazas (Cu, Zn,
Fe, Mn), la ceniza se diluy6 con 10 mL de CIH al 10 % y se llevd a volumétrico de 100 ml
enrasandose después con agua desionizada; evaluandose los mismos por espectrofotometria de
absorcion atomica (Miles et al., 2001), en un equipo SP-9 de la firma PYE UNICAM segun los

procedimientos del fabricante.
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Composicion botanica.

Se determino al inicio del experimento en cada época por el método propuesto por t’Mannetje y
Haydock, (1963), realizdndose 90 observaciones por hectéarea; las observaciones de esta
evaluacion fueron calculados mediante programa de computacion ANALIT ver 3.0 y sus
resultados pueden apreciarse en la tabla 2.2.1.

Tabla 2.2.1. Valores medios de la composicion botanica (%) en 5 unidades de la zona

centro sur de la provincia Villa Clara en el periodo lluvioso y poco lluvioso.

Especie Periodo lluvioso Periodo poco lluvioso
Paspalum notatum 35 30
Dichantium annulatum 45 37
Cynodon dactilum cv comun 2 0
Panicum maximun cv comun 8 7
Cynodon nlemfuensis 10 4
Area despoblada 0 22

Rendimiento de biomasa verde.

Se realizo por el método de Haydock y Shaw (1975), antes de la entrada de los animales al
cuartdén y posteriormente a su salida para determinar el consumo, de acuerdo al tiempo de
ocupacion de los cuartones, para lo cual se utilizd el paquete de programas computarizado
CALRAC ver 1.0 (1996), ademas se usé en la determinacion del balance alimentario efectuado
en cada zona CALRAC ver 1.0 (1996). Para el balance de los minerales (Cu, Zn y Mn), se
consideraron los requerimientos establecidos para los mismos por la NRC (2001), calculandose
las necesidades y el aporte de estos a partir del consumo de materia seca estimado en el balance
alimentario, sobre la base de estos se establecié la diferencia y el por ciento de los
requerimientos.

Procesamiento estadistico.

Para los procesamientos estadisticos se emple6 fundamentalmente el paquete estadistico
Statgraphics Ver Centurion XV.II.  Se calcularon los estadisticos descriptivos para todas las
variables; en el suelo se compararon las variables determinadas entre los periodos lluvioso y

poco lluvioso de cada ecosistema mediante una prueba de t-Student para muestras
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independientes; en el pasto se comparé el porcentaje de muestras deficientes en los

microelementos mediante una comparacion de proporciones.
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2.2.3: Resultados y discusion.

El resultado del andlisis quimico del suelo en el ecosistema de llanura (tabla 2.2.1) ofrecid
valores de la materia organica (MO) de 4.94 + 0.98; aunque el 24.5 % de las muestras
presentaron valores superiores al 5 %, considerado el limite critico para este tipo de suelo (Cairo
y Fundora, 2005) son superiores a los reportados en otros trabajos (Vargas et al., 2002 y
Rodriguez et al., 2006).

El pH de este ecosistema se clasifica como neutro y estan en correspondencia con otros estudios
desarrollados sobre suelos pardos con carbonatos (Vargas et al., 2002; Rodriguez et al., 2006).

El P se encuentra deficiente en el 75.4 % de las muestras examinadas, con valores promedios
muy bajos en relacion con el limite de deficiencia de este mineral en el suelo, que estan en
correspondencia con otros trabajos realizados en condiciones similares (Vargas, 2008; Garcia,
2008), corroborando de este ecosistema la afirmacion de que el P es uno de los elementos mas
deficitarios en los suelos ganaderos de Cuba (Crespo y Duran, 1990). En cambio las
concentraciones promedios de K,O son consideradas altas (Fundora y Yepis, 2000) y coinciden
con otros estudios (Vargas, 2008; Garcia, 2008), aunque el 20.7 % de las muestras presenta

valores deficientes.

41 Tesis en opcion del Titulo de Méster en Salud Animal Avanzada (MSAA)
Autor: Dr. DMZ Harun Munyori Nderitu
Tutor: Dr. C Juan Ramon Garcia Diaz
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas

o)




Tabla 2.2.1: Estadistica descriptiva de algunas variables quimicas del suelo en las unidades

investigadas en el ecosistema de llanura (n=35)

Variable x+ DE IC 95% LC* Muestras deficientes
n %
MO (%) 4.94 +0.98 4.03-5.34 <5 13 24.50
pH 6.25 £ 0.67 6.08 — 6.42 -
P,0s5 (mg/100g) 10.72 £ 4.04 7.70 -11.74 15 40 75.40
K0 (mg/100g) 14.81 + 5.64 13.31-16.31 10 11 20.70
Cu (ppm) 1.37 +£1.25 1.02-1.71 0.60 22 41.50
Fe (ppm) 19.23 £ 8.16 16.43 - 22.03 2.50 0 0
Mn (ppm) 37.21 +17.86 32.20 -42.13 19 18 33.90
Zn (ppm) 2.05+091 1.19-2.30 2 30 56.60

Los niveles criticos de minerales en el suelo que son sugestivos de deficiencias son establecidos segiin McDowell y
Arthington, (2005).

Se encontraron deficiencias de Cu, Mn y Zn en el 41.5, 33.9 y 56.6 % de las muestras
investigadas, respectivamente, con valores inferiores a los niveles criticos establecidos para los
mismos por McDowell y Arthington, (2005). Los resultados obtenidos en el Mn y el Zn
coinciden con los reportados para ecosistemas localizados en la misma region (Garcia, 2008);
este autor reportd un porcentaje de muestras deficientes en Cu superior a lo encontrado en la
presente investigacion, aungue en la misma se corrobora que la carencia de este microelemento
en el suelo esta ampliamente distribuida en las regiones tropicales (Tiffany et al., 2000;
McDowell y Arthington, 2005; Kalmbacher et al., 2005)

Estos valores de Cu disminuidos en el suelo en este ecosistema, unido a los altos niveles de
materia organica en el mismo, que lo antagonizan al formarse uniones muy fuertes entre ambos
lo hacen no asimilable por la planta y por tanto no llega al animal, situacion ésta observada con
anterioridad (Arthington, 2003).

En el ecosistema de montafia (tabla 2.2.2) la situacion es similar en cuanto al P, con marcadas
deficiencias de este mineral; Si embargo, en estas condiciones se detectd un porcentaje de

muestras deficientes en K,O (42.5 %), significativamente superior al ecosistema de
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llanuras (P<0.05) e inferior en el caso del Cu (P< 0.05) de Mn y Zn (P<0.01). Lo anterior
demuestra las variaciones de estos minerales en los diferentes ecosistemas estudiados.
Tabla 2.2.2: Estadistica descriptiva de algunas variables quimicas del suelo en las unidades

investigadas en el ecosistema de premontaia (n=40)

Muestras deficientes

Variable X+ DE IC95%  LC* n %
MO (%) 451+ 112 304 521 <5 10 25
oH 5.24+ 0.7 503-546 -

P,0s (Mgy/100g) 8.40 + 3.86 717-964 15 32 80
K,0 (mg/100g) 1554 +8.93  13.05-18.02 10 18 42.50
Cu (ppm) 2.88 +1.34 245331 06 9 22,50
Fe (ppm) 2148+7.84 18972399 25 1 2.50
Mn (ppm) 51.09+11.54 47.40 5478 19 3 7.50
Zn (ppm) 308+1.00 244 — 3725 2 10 25

*Los niveles criticos de minerales en el suelo que son sugestivos de deficiencias son establecidos segin McDowell y
Arthington, (2005).
Los coeficientes de variacion (CV) para el Zn (CV =43.06 y 54.84 %), Cu (CV =57.70 y 46.53

%), Fe (CV =42.43 y 36.25 %) y el Mn (CV = 48 y 22.58%) en los ecosistemas de llanura y
premontafia respectivamente, indican que existe una marcada variabilidad en los niveles de estos
microelementos en las muestras investigadas, lo que pudo deberse a las caracteristicas del suelo
de donde fueron tomadas, tales como pH, drenaje, relieve, arrastre de las particulas de suelo
debido a la accién de las lluvias (McDowell y Arthington, 2005). No obstante, se requieren
investigaciones futuras para profundizar en las causas de las variaciones del contenido de
microelementos en la zona de estudio.

Las concentraciones de Fe y Mn en ambos ecosistemas son como promedio, excesivamente altos
(McDowell y Arthington, 2005). En el caso del Fe, los resultados son similares a los obtenidos
en la Florida (Kalmbacher et al., 2005) y pueden condicionar una deficiencia de Cu secundaria
en los animales (McDowell y Arthington, 2005).

Al analizar el efecto de la época del afio sobre la composicidn quimica del suelo en el ecosistema
de llanura (tabla 2.2.3), se apreci6 que la mismo influyo significativamente sobre los niveles de
Cu (P< 0.05) y Mn (P< 0.001) a favor del periodo lluvioso y el pH (P< 0.001), que fue superior

en el periodo poco lluvioso.

43 Tesis en opcion del Titulo de Méster en Salud Animal Avanzada (MSAA)
Autor: Dr. DMZ Harun Munyori Nderitu
Tutor: Dr. C Juan Ramon Garcia Diaz
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas

)




Tabla 2.2.3: Comparacion de los valores de las variables quimicas en el componente suelo

segun el periodo del afio en el ecosistema de Ilanura.

Variable Periodos

Lluvioso Poco lluvioso

X+ DE X+ DE

MO (%) 3.98 +1.35° 421 +1.3°
pH 5.76 + 0.73%** 6.62 + 0.282
P,0s (mg/100g) 12.67+12.67° 10.90 + 6.95
K,0 (mg/100g) 13.48 + 6.54° 15.77 + 4.76°
Cu (ppm) 1.92 #1.22 0.94 0.71°
Fe (ppm) 26.41 + 8.26° 20.70 + 7.88°
Mn (ppm) 29.64 +19.08°*** 47.08 +9.702
Zn (ppm) 2.06 + 0.98° 2.03 + 0.86°

ab medias con letras diferentes en los superindices indican diferencias estadisticas significativas (t-Student para
muestras independientes). * P< 0.05, *** P< 0.001

En el ecosistema de premontafia (tabla 2.2.4), la época del afio influyd de manera significativa
sobre los niveles de Cu (P< 0.001), Fe (P< 0.05) y Mn (P< 0.05), a favor del periodo lluvioso.
Sin embargo, los niveles de P,Os fueron superiores en (P< 0.05) el periodo poco lluvioso

Tabla 2.2.4: Comparacion de los valores de las variables quimicas en el componente suelo

segun el periodo del afio en el ecosistema de premontana.

Variable X+ DS Periodos

Lluvioso Poco Lluvioso
MO (%) 4.43 +1.65° 4.87 +0.63°
pH 5.14 + 0.66° 5.36 + 0.89°
P,0s (mg/100g) 7.26+3.16" 10.51 +5.12°
K,0 (mg/100g) 14.14 + 8.84° 16.74 + 8.99%
Cu (ppm) 3.44 +0.97% 1.83+1.33"
Fe (ppm) 23.40 +5.79" 17.93 +9.96"
Mn (ppm) 54.00 + 6.76" 45.69 + 16.21°
Zn (ppm) 3.10 +£2.13° 3.05 + 1.79°

ab medias con letras diferentes en los superindices indican diferencias estadisticas significativas (t-Student para
muestras independientes). * P< 0.05, *** P< 0.001.

La diferencia de pH en el suelo encontrada en el ecosistema de llanura puede estar dada porque
durante las lluvias son demovidas por el agua las bases del suelo, entre ellas el K,O, lo provoca

una disminucién del pH en el periodo lluvioso (Rodriguez et al., 2006).
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Al analizar los resultados de los microelementos en el pasto (tabla 2.2.5), se aprecia que la
deficiencia méas acentuada fue la de Cu, siendo la proporcion de muestras deficientes en este
microelemento significativamente superior (P< 0.05) en el ecosistema de llanura. En el caso del
Zn, el segundo més deficiente, se aprecia que la carencia fue superior en el ecosistema de
premontafia (P< 0.05), situacion similar a la del Mn. No se apreciaron deficiencias significativas
de Fe, la carencia de este microelemento en los pastos es rara (McDowell y Arthington, 2005).

Tabla 2.2.5: Estadistica descriptiva de los microelementos del pasto en los dos ecosistemas

estudiados.
Variable X +DE IC 95% LC* Muestras deficientes
N %
Ecosistema de llanura (n=43)
Mn (ppm) 37.37£6.67 35.31-39.42 <40 25 58.10°
Cu (ppm) 5.57+1.90 4.90 - 6.16 <10 42 97.60°
Zn (ppm) 32.40 £8.021 29.93-34.87 <30 12 28°
Fe (ppm) 54.30 +3.63* 51.50-57.09 <50 3 6.60°
Ecosistema de premontafia (n = 36)

Mn (ppm) 2455+11.11 18.63-3048 <40 13 81.20°
Cu (ppm) 7.03+3.44 5.20 - 8.87 <10 14 87.50"
Zn (ppm) 17.68 +8.22 13.30-22.06 <30 15 93.70°
Fe (ppm) 5431+£396 51.30-57.40 <50 3 5.50°

Letras diferentes en los porcentajes de muestras deficientes de los microelementos en el pasto entre los diferentes
ecosistemas indican diferencias estadisticas significativas P< 0.05 (comparacion de proporciones)

Las gramineas tropicales presentan grandes variaciones en su contenido de microelementos
(MacPherson, 2000); los niveles de Cu obtenidos en este trabajo estan en correspondencia con
los reportados en otros estudios donde el contenido de este mineral en gramineas tropicales ha
sido deficiente, fluctuando entre 3.5 y 6.2 ppm (McDowell y Valle, 2000; McBride y Cherney,
2004; Ndebele et al., 2005).

Los bajos tenores de Mn en el pasto de ambos ecosistemas, ain cuando el suelo de los mismos
contiene elevadas concentraciones de este microelemento, puede estar dado por los niveles del

pH (6.25 y 5.24 en la llanura y la premontafia, respectivamente); existiendo menores niveles de
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Mn en el ecosistema de menor pH. Estd demostrado que a pH normal entre 5.5 - 6.5 la mayor
parte del Mn se encuentra como MnO, que es insoluble, por lo que este debe ser reducido y
convertido a formas solubles para su asimilacion (Depablos et al., 2009)

Ademas, similares a los obtenidos en Cuba donde se han reportado el 100 % de las muestras
deficientes (Gonzalez et al., 1984; Vazquez, 1992; Garcia, 2008; pero contrastan con los
alcanzados en varias empresas de la zona occidental, donde los pastos presentaban adecuado
contenido de Cu (Gutiérrez et al., 2006). En el caso de los demas microelementos (Mn'y Zn) se
corresponden con los reportes de Garcia et al. (2010).

El estudio del efecto de la época del afio sobre las concentraciones microelementos en el pasto de
ambos ecosistemas (tabla 2.2.6), evidencié que la misma solo influyé de manera significativa
sobre los niveles de Cu en la llanura (P< 0.05), a favor del periodo poco lluvioso, lo que puede
estar motivado por el estado de madurez y el contenido de agua de las plantas en este periodo.
Tabla 2.2. 6: Comparacion de los niveles de microelementos en pastos entre los periodos

climaticos en los ecosistemas estudiados ( X+ DE)

Microelementos Ecosistema Premontafia Ecosistema Llanuras
PLL P PLL PLL P PLL
Cu (ppm) 8.08 + 4.30° 5.68 + 1.04° 4.99 +1.87° 6.12 +1.80°
Mn (ppm) 20.82 £+8.97* 29.36 +12.38%° 37.78 +5.75° 36.97 + 7.56°
Zn (ppm) 19.74 +8.09° 15.02 +8.18° 33.17 +6.28° 31.66 + 9.48°
Fe (ppm) 53.31 +3.65%° 54.85+4.12*° 52.14+3.34° 55.24 + 3.45°

ab medias con letras diferentes en los superindices, en la misma fila dentro del mismo ecosistema indican
diferencias estadisticas significativas P< 0.05 ( t-Student para muestras independientes)

Balance alimentaria de los microelementos

Se encontr6 un déficit de 9.09, 55.81 y 38.01 mg de Cu, Zn y Mn, respectivamente, en los
alimentos que consumen los animales en el ecosistema premontafia (anexo 6), esto coincide con
algunos estudios realizados en Cuba (Fajardo 2009; Viamonte, 2010) que demostraron
deficiencia en el aporte de estos microelementos en la dieta en rebafios manejados en suelos y
pastos carentes de los mismos y que en tales circunstancias fue necesaria, y a la vez beneficiosa

su suplementacion.
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En el ecosistema de llanura se encontraron deficiencias en los aportes de 7.68, 44.3 y 36.8 de Cu
Zn 'y Mn respectivamente (anexo7) algo parecido en los dos ecosistema estudiados llegado a la
conclusion que en ninguno de los ecosistema se satisface los aportes de los elementos trazas
estudiados siendo la méas grave la déficit de Zn, Mn, y Cu en esto orden.

Por su parte, Espinoza et al., (2002), recomiendan la suplementacion mineral siempre que los
alimentos no cubran los requerimientos animales. Estas circunstancias son comunes en el ganado
bovino criado en pastoreo, especialmente en los paises tropicales donde el suelo y el pasto
resultan carentes en minerales, por lo que deben ser suplementados mediante diferentes fuentes y
vias para garantizar un adecuado desempefio bio-productivo de los animales (Bavera, 2000).

Por las funciones de los minerales, ya apuntadas en tdpicos anteriores, los resultados que se
persiguen con la suplementacion mineral en todas y cualquiera de sus variantes, sumarizan, entre
otros propositos, mejoramiento de la fertilidad (Wu et al., 2000 y Lopez et al 2006), mejoras
en la salud animal (L6pez et al 2006) y de la produccion y de la composicion de la leche ( 2000;
Apaza y Huanca, Lopez et al., 2006).
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2.2.3: Experimento 2: Caracterizacion de algunos indicadores sanguineos y el
comportamiento reproductivo de las hembras bovinas en diferentes ecosistemas ganaderos
de la provincia de Villa Clara.

2.3.1: Introduccion.

Los trastornos o desequilibrios metabdlicos se presentan con mucha frecuencia en las vacas
lecheras en forma subclinica, como consecuencia de ello los animales pueden llegar a disminuir
en un 10 a 25 % su produccion y afectar su fertilidad, caracterizandose primeramente por
alteraciones bioquimicas en liquidos corporales, como la sangre, orina, leche, etc. (Bouda, 2005).
En tal sentido el estudio de los perfiles metabdlicos de la vaca lechera pueden servirnos para
pesquisar problemas metabolicas dentro un rebafio o bien para establecer el riesgo de peligro
existente para prevenir problemas futuros (Alvarez, 2001). La gran variabilidad de pruebas
cualitativas y cuantitativas que se realizan son orientadas hacia el perfil mineral del suero
sanguineo y de las reservas en los tejidos; estado del balance acido-béasico; funcion del higado;
estado del metabolismo proteico y de la energia de la dieta (Bouda et al., 2005).

En Cuba, en los ultimos afos, resultan de interés los trabajos realizados sobre el diagnostico
de las deficiencias minerales para establecer los diferentes métodos de suplementacion (Garcia,
2008). Sin embargo en las condiciones actuales de produccién de la ganaderia bovina del pais se
requiere caracterizar el estado metabdlico de los animales de rebafios con desordenes
reproductivos.

Por ello el objetivo de este experimento es caracterizar algunos indicadores sanguineos y los
indicadores reproductivos de las hembras bovinas en diferentes ecosistemas ganaderos de la

provincia de Villa Clara.
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2.3.2: Materiales y Métodos.

En los rebafios seleccionados para el experimento uno, se estudio el comportamiento de algunos
indicadores hematoquimicos, seleccionando una muestra representativa de las diferentes
categorias y estados reproductivos de los rebafios seleccionados (Alvarez, 2001). Con un
régimen de alimentacion y manejo descrito en materiales y métodos generales; evaludndose los
macroelementos: (Ca, Mg, Na y K) y los microelementos: (Cu, Zn y Fe.). Los criterios de
inclusion y exclusion estan descritos en materiales y métodos generales.

Se evaluaron las reservas hepaticas de Cu, Zn y Mn, selecciondndose cinco animales de cada
unidad. Se evalué también la condicidén corporal, el comportamiento de los indicadores
reproductivos. En todas las unidades se realiz6 la determinacion de hemoglobina y hematocrito.
En las unidades tres, cuatro y cinco se determinaron los principales indicadores del metabolismo
energético y proteico de los bovinos, en la unidad tres se estudio el perfil acido basico y en las
unidades cuatro y cinco las constantes corpusculares o indices hematimétricos. En las unidades
tres y cinco se evalud el perfil hepéatico de los animales. En la tabla 2.1.1 se resume las variables

estudiadas.
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Tabla 2.1.1: Indicadores del perfil metabdlico general investigado en las hembras bovinas.

Unidades Perfil Variables
1,234y5 Mineral sanguineo Ca, Mg, Na, K, Cu, Zn, Fe
1,234y5 Mineral hepético Cu, Zn, Mn

Hematol6gico general Hematocrito (Hto), Hemoglobina (Hb),

Volumen Corpuscular Medio (VCM),

AvE Constantes Hemoglobina Corpuscular Medio (HCM),
y corpusculares Concentracion Media de Hemoglobina Corpuscular
(CMHC)
34y5 Energético Glucosa, Colesterol y triglicéridos.
34y5 Proteinico E’Cr;?g%)nas totales (PT), Albumina (Alb), globulinas

Alanito amino tranferasa (ALAT),
Aspartato amino tranferasa (ASAT),
Fosfatasa alcalina (ALP),

3y5 Hepético Glutamato deshidrogenasa (GLDH),
Bilirrubina total (BT),
Bilirrubina Directa (BD)
Bilirrubina Indirecta (BI).

pH, presion parcial de O, (PO,), presion parcial de
3 Acido basico CO, (PCOy), bicarbonato en exceso (BE) y
bicarbonato estandar (BS).

Sangre, higado e indicadores reproductivos.

Todas las muestras de sangre se tomaron por venopuncion de la yugular. Para los analisis
hematoldgicos y del perfil mineral se procesaron segin las metodologias descritas en materiales
y métodos generales. Para los analisis de los indicadores del metabolismo energético, proteico y
hepatico se extrajeron 10 ml y se depositaron en tubos vacutainer sin anticoagulante,
posteriormente se centrifugé a 900 g durante 10 minutos, obteniéndose el suero sanguineo, que
se congeld a -10 °C hasta su andlisis. Para la determinacion del estado acido basico se depositd
las muestras en jeringuillas heparinizadas, a los que se colocé un tapon plastico para evitar el
contacto de la sangre con el aire y se sumergio en agua helada, efectuandose las determinaciones
de los indicadores hemogasométricos dentro de las tres horas posteriores a la extraccion de la
sangre (Aluja et al., 2001).

El sacrificio de los de los bovinos a los que se les tomaron muestras de higado, una toma de
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muestras hepéticas y las determinaciones de las concentraciones de Cu, Zn y Mn en el tejido
hepatico estan descritas en materiales y métodos generales.

Procedimientos analiticos.

Las proteinas totales del suero fueron determinadas por el método de Biuret (Soderman et al.,
1987), la albumina por electroforesis, las globulinas por la diferencia aritmética proteina total
menos albumina. El conteo total de eritrocitos y las constantes corpusculares se realizé segun los
procedimientos descritos por (Wintrobe, 1971).

El colesterol, los triglicéridos y la glucosa se determinaron en un equipo AIRONE 200, segln los
procedimientos del fabricante el método enzimético—Colorimétrico, utilizando los Kids
comerciales Colestest, Monotriglitest y, respectivamente, todos producidos por los laboratorios
“Carlos J Finlay”.

Las determinaciones de los indicadores hemogasometricos se realizaron en un gasémetro Cobas
de la firma alemana Roche®, seguin los procedimientos del fabricante.

Para las determinaciones enzimaticas y de la Bilirrubina las muestras de sangre fueron
trasladadas al laboratorio inmediatamente después de extraidas. Se efectuaron las
determinaciones de la Bilirrubina total (BT), Bilirrubina directa (BD), Bilirrubina indirecta (BI)
y las enzimas Alanino-Amino-Transaminasa, (ALAT); Aspartato-Amino-Tranferasa, (ASAT), la
Fosfatasa Alcalina (ALP) y la Glutamato deshidrogenasa, (GLDH) por el método cinético U V,
optimizado IFCC; en todos los casos en un equipo computarizado AIRONE 200, de la firma
CRONY INTRUMENTS, segun los procedimientos descritos por el fabricante. Para el control de
reproducibilidad se empled el patron ELITROL-I, lote R60148 fabricado por la firma ELTECH.
La condicion corporal (C.C), y los principales indicadores reproductivos de estos rebafios se
evaluaron segun las metodologias descritas en materiales y métodos generales.

Procesamiento estadistico de los resultados.

Se calcularon los estadigrafos descriptivos para todas las variables, la comparacion de los
indicadores reproductivos de las vaquerias dentro de cada ecosistema se utiliz6 una prueba de t-
Student para muestras independientes. Para estudiar la influencia del los principales factores

que determinan las alteraciones del perfil metabdlico del rebafio se realizé6 un analisis de
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componentes principales a partir de una matriz de correlaciones de 21 filas (n) y de 16 columnas
(los valores de cada variable). En los procesamientos anteriores se emplearon los paquetes

estadisticos Statgraphics ver Centurion XV.Il y SPSS ver. 15.0.

52 Tesis en opcion del Titulo de Méster en Salud Animal Avanzada (MSAA)
Auftor. Dr. DMZ Harun Munyori Nderitu
Tutor: Dr. C Juan Ramon Garcia Diaz
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas

(=)




2.3.3: Resultados y Discusion.

Caracterizacion del estado metabdlico e indicadores reproductivos de los animales en el
ecosistema de llanura.

El perfil energético y proteico de las hembras bovinas estudiadas en el ecosistema de llanura
(tabla 2.3.1), muestra que los valores promedio de la glucosa, principal representante del
metabolismo energético, se encuentran por encima del limite critico de los valores fisioldgicos de
referencia para la especie (Alvarez, 2001), lo que se corresponde con el satisfactorio estado de la
CC de los animales investigados, donde el porcentaje de animales con CC inferiores a 3 no
sobrepasa el 18,5 % en el peor de los casos, la unidad 4. Esto puede estar dado por el hecho de
que la glicemia esta sometida a un fuerte mecanismo homeostatico, por lo cual resulta dificil
encontrar variaciones significativas en sus concentraciones sanguineas. En estudios realizados
en Cuba, se han encontrado concentraciones promedio de la glucosa en vacas lecheras de 2.53
mmol/L, con fluctuaciones entre 1.50 y 3.54 mmol/L (Alvarez, 2001). La falta de concordancia
puede deberse a que los valores mencionados fueron obtenidos en bovinos Holstein y los del
presente trabajo en animales H x C; estd demostrado que la raza es una fuente de variacion de

muchos indicadores del perfil metabolico, entre ellos la glucosa (Campos et al., 2005).
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Tabla 2.3.1: Estadistica descriptiva del perfil energético y proteico general de las hembras

bovinas investigadas en el ecosistema de llanura.

Unidad 3(n=19). Unidad 4 (n = 30). Unidad 5 (n = 30).

Variable . Tres Caminos Aleman Centro Novillas
LC x+*DE %D x+*DE %D X+ DE % D
CcC 3 3.1+£0.52 5.2 3.08+045 185 3.20 £ 0.56 10
Col. 275 3.66+0.44 0 3.79 £0.74 0 3.61+0.44 0
Glu. 254 3.45%0.50 0 - - 3.50 + 0.47 0
TG. (mmol/L) 0.88 1.34+0.53 0 - - 1.37 £ 0.47 0
PT (g/L) 70 59.18+4.61 100 64.42+6.13 64  59.63+4.84 100
Alb. (g/L) 30 2930%+270 526 2744+383 60 29.51+ 2.91 40
Glob. (g/L) 35 29.87+255 100 3698+324 100 30.11 +2.48 100
Hb (g/L) 90 85.4+1141 473 86.40+1230 56.6 86.74+12.86 60
Hto (L/L) 0.29 0.29+ 0.03 473 0.27+0.03 633 0.27 + 0.03 53.3
Eri. (x10%%) 5 - - 529+057 233  5.07+0.19 38
VCM (10%°L) 60 - - 51.26+346 963 57.94+539 476
HCM (10%%g) 20 - - 16.35+185 833 16.80+1.86 714
CHCM (g/L) 320 319.1+ 949 46.6 290.31+22.10 100

*los limites criticos establecidos fueron: Col., Glu., TG., Pt., Alb. Y Glob. (Alvarez, 2001). Hb, Hto, VCM, HCM y
CHCM (Wintrobe, 1971).

Tomando en consideracion los valores fisiologicos de referencia establecidos en Cuba (Alvarez,
2001) el 100, 64 y 100% de los animales presentaron deficiencias en proteinas totales; 52.6, 60 y
40 % de albumina y 100 % de globulinas en las unidades tres, cuatro y cinco respectivamente.
Situacion similar se observa en la hemoglobina, 47.3, 56.6 y 60 % y hematocrito 47.3, 53.3 y
53.3 % de las muestras con valores patologicos en las unidades tres, cuatro y cinco,
respectivamente, que indican la presencia del sindrome anémico en una alta proporcion de las
hembras investigadas, de tipo microcitica e hipocromica segin los valores de las constantes
corpusculares (VCM, HCM y CHCM); atendiendo a los valores fisiologicos de referencia para la
especie para cada uno de estos parametros reportados por Wintrobe (1971).

Sin embargo, los resultados del proteinograma deben ser analizados con cautela porque los

valores utilizados como limite critico, aunque fueron obtenidos en Cuba, se basan en
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determinaciones realizadas en rebafios Holstein, con sistemas de manejo y alimentacion basados
en el uso de concentrados y otros suplementos de minerales y vitaminas; ademas al hacer los
balances alimentarios para la energia y las proteinas (anexos 8 y 9), se hace evidente que no hubo
déficit de los mismos en el aporte; del mismo modo se debe ser cuidadoso en la interpretacion
de los datos de las constantes corpusculares puesto que los valores de los mismos se
establecieron a partir de observaciones hechas en distintas latitudes y en animales y sistemas de
alimentacion diferentes a los del presente trabajo. Como se sabe, la raza, el plano nutricional y
hasta las variables geocliméticas gravitan de manera decisiva sobre los indicadores del
metabolismo proteico y el hemograma de los animales (Kaneko et al., 2002; Campos et al.,
2007)).

En tal sentido, tanto los valores de las proteinas como de la hemoglobina, hematocrito y de las
constantes corpusculares observados en el presente trabajo estan en correspondencia con estudios
desarrollados recientemente en Cuba en ganado del genotipo racial Siboney de Cuba en
condiciones similares de explotacion (Figueredo, 2007), lo que sugiere que no existen
deficiencias proteicas reales en los rebafios estudiados y que se hace necesario establecer los
parametros de referencia para los genotipos H x C ampliamente difundidos en la ganaderia
cubana y en las condiciones de manejo alimentacién imperante en la actualidad para propiciarle
mayor confiabilidad a los resultados.

Los valores obtenidos para las enzimas ASAT, GLDH y ALP (tabla 2.3.2) se encuentran dentro
de los parametros fisiologicos para la especie (Kaneko et al., 2002), y son similares a los
reportados para algunas razas bovinas mestizas en condiciones tropicales (Villa et al., 1999;
Lago et al., 2004; Sanchez et al., 2004; Campos et al., 2007) y en Cuba para hembras bovinas
Siboney de Cuba (Garcia, 2008). En Cambio los niveles séricos de la ALAT, en el 63,1 y 84% de
las muestras en las unidades tres y cinco se encuentran por encima de los parametros fisiologicos
de referencia para la especie lo que pudo estar motivado por la infestacion con Fasciola
hepatica de dichos animales, diagnosticada con anterioridad debido a las inconsistencias en la

aplicacion de antiparasitarios en la unidad y la existencia de biotopos de este trematodo (Cruz,

S,
3
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2010). Esta situacion también pudo influir en el aumento de la Bilirrubina indirecta por encima
de los valores normales en el 42,1 y 52,6 % de las muestras en ambas unidades.

Tabla 2.3.2: Estadistica descriptiva del perfil hepatico general de las novillas investigadas
en el ecosistema de llanura (n = 19).

Variable LC* Unidad 3 (n = 19). Unidad 5 (n = 30).
Tres caminos Centro Novillas

x+ DE % D X+ DE % D
ASAT (Ul) <80 56.66 + 7.18 15.8 75.26 £ 5.74 15
ALAT (U) <50  76.58+5.18 63,1 56.73 + 6.42 84
ALP (UI) <200 154.9 + 20.88 0 144.43 £ 24.11 0
GLDH (Ul) <10 4.12 +0.23 0 4,12 +0.25 0
BT (umol/L) <119  467+073 52 10.48 £ 0.73 5
BD (umol/L) <58 5.94 + 1.36 0 477 £0.55 0
BI (umol/L) <51 1068110 421 5.87 +1.20 52,6

* Los limites criticos fueron establecidos segun Kaneko et al., (2002).

Los valores obtenidos en la bilirrubina total y directa, otro importante indicador de
funcionamiento hepético se encuentran dentro de los parametros fisioldégicos para la especie
bovina (Kaneko et al., 2002) y son similares a los reportados diferentes razas del bovino lechero
en el trépico (Campos et al., 2007) y en Cuba para hembras bovinas Siboney de Cuba (Garcia,
2008).

Los niveles en suero sanguineo para las enzimas ALAT, ASAT, GLDH y ALAP obtenidos en
este trabajo, son muy superiores a los reportados por varios autores en nuestro pais en la década
del 80, las diferencias pueden estar dadas por la raza y los sistemas de alimentacion; algunos de
ellos desarrollaron sus investigaciones en vacas Holstein (Margolles et al., 1987 ; Zaldivar et al.,
1989) y otros en ganado cebu (Colomé et al., 1989), que en todos los casos eran alimentadas con
altas cantidades de concentrados en sus raciones. En un estudio para evaluar el funcionamiento
hepatico, en siete razas especializadas en la produccién de leche en condiciones tropicales se
demostro que las vacas Holstein mostraron los menores valores (P < 0.05) para estas enzimas
(Campos et al., 2007)
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Por otra parte los autores mencionados realizaron las determinaciones utilizando un método
colorimétrico y todo el procedimiento manual, en este estudio se emple6 una metodologia
diferente, mas moderna (método cinético UV optimizado por la Federacion Internacional de
Quimica Clinica, IFCC) y los procedimientos son completamente automatizados, lo que sin
dudas debe haber influido en los resultados.

El estudio del equilibrio &cido-bésico de las vacas de la vaqueria tres (tabla 2.33), Gnica unidad
en las que se realizaron las gasometrias, mostré que aunque los valores promedio se encontraban
dentro de los parametros fisioldgicos de referencia para la especie bovina, el 20 % (3 de 15
animales investigados) presentaron valores disminuidos del BE, BS y PCO,, compatibles con
una acidosis metabdlica parcialmente compensada; el 46.6 % de los animales mostro alteraciones
en el pH sanguineo. Resultados semejantes se han reportado en Cuba en similares condiciones de
alimentacion, donde se ha diagnosticado la acidosis metabolica asociada con los trastornos de la
reproduccion (Pedroso et al., 2003) y la presentacion del sindrome de la leche anormal (SILA)
en las condiciones de Cuba. (Hernandez y Ponce, 2003).

Tabla 2.3.3: Estadistica descriptiva del perfil acido basico de las hembras bovinas
investigadas en el ecosistema de llanura.

Variable X+ DE IC 95% LC* % de alteraciones.
BE (mmol/L) 0.53 +3.46 -0.45-1.38 0.5 20
BS (mmol/L) 21.66 £6.73 17.93 - 25.39 23.5 20
PCO2 (mm Hg) 40.11 £ 4.70 37.50 - 42.71 39 20
pH (U) 7.32 £0.06 7.28 - 7.36 7.38 46
PO2 (mm Hg) 62.30 £9.32 57.13 - 67.46 75 40

* Limites criticos establecidos segin Alvarez (2001).
El perfil mineral de las hembras bovinas investigadas se aprecia en la tabla 2.3.4, notese que las
deficiencias mas acentuadas son las de Zn, Fe, Cu y Ca con el 96.5, 51.7, 38 y 37.9 %

respectivamente, de las muestras con deficiencias de estos minerales.

57 Tesis en opcion del Titulo de Méster en Salud Animal Avanzada (MSAA)
Autor: Dr. DMZ Harun Munyori Nderitu
Tutor: Dr. C Juan Ramon Garcia Diaz
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas

(s )




Tabla 2.3.4: Estadistica descriptiva del perfil mineral en suero sanguineo y tejido hepatico

de las de las hembras bovinas investigadas en el ecosistema de llanura.

Unidad 3 (n = 19). Unidad 4 (n = 30). Unidad 5 (n = 30).
Variable LC* Tres Caminos Aleman Centro Novillas
x+DE %D x+ DE %D X+ DE % D

Ca(pmollL) 223 230£008 530 227+007 1850 224+0.04 37.9
Mg (umol/L) 078  0.89+008 530 092+007 0 091+008 0

Na(umolL) 131 137.73+249 0  137.2+357 7 1348+481 241
K (umollL) 412 368+048 6320 4372032 1  444+053 344
Cu(umollL) 11.77 1053+1.00 7370 11.28+0.44 70.30 11.11+0.84 38

Zn(umol/lL) 1473 1224+1.62 7370 1235+117 96 11.15+1.03 96.65
Fe (umol/lL) 1831 17.99+269 5260 18.36+112 44 17.98+091 517

Niveles de microelementos en tejido hepatico (n =5 en cada unidad)

Variable LC x+ DE % D x+ DE % x+ DE % D
Cu (ppm) 75 64.9 + 21.30 40 80.31+17.15 60 77.74+20.11 40
Mn (ppm) 6 6.32 +0.59 40 6.25+141 40 5.73+0.36 60
Zn (ppm) 160 160.30+240 60 158.04+6.95 60 161.13+8.16 40

*Los limites criticos fueron establecidos para los minerales en suero sanguineo por Garcia (2008) y en el higado
segun Radostits et al., (2000) y McDowell y Arthington (2005).

Perfil hematoquimico en el ecosistema de premontafia.

El perfil hematoguimico en el ecosistema de premontafia (tabla 2.3.5) muestra elevados
porcentajes de muestras deficientes en Cu en suero sanguineo, 72.7 y 86.6 % en las unidades uno
y dos, respectivamente; mientras que en ambas se diagnosticaron el 100 de las muestras de tejido
hepatico con deficiencias de este microelemento. Por su parte el 78.7 y 90 % de los animales
investigados mostraron hipocinquemia, con el 20 y 60% de las muestras de higado con bajos
tenores de Zn en las unidades uno y dos, respectivamente. EI Mn también mostré deficiencias en
el 20 y 60% de las tipos con carencias de este microelemento en las unidades uno y dos, por ese

orden.
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2.3.5: Estadistica descriptiva del perfil hepaté y hematoquimico de las hembras bovinas

investigadas en el ecosistema premontafa.

) Unidad 1 (n =33). Unidad 2 (n =30).

Variable LC* Tipica 4 Tipica 67

X+ DE % D X+ DE % D
Ca (umol/L) 2.23 2.42 +£0.13 6.06 2.26 £ 0.06 16
Mg (umol/L) 0.78 0.88 £ 0.06 3.03 0.89 £0.08 33
Na (umol/L) 131 136.78 + 5.07 3.03 135.64 + 4.76 20
K (umol/L) 4.12 450 +0.35 6.06 4.47 £0.36 13
Cu (umol/L) 11.77 10.63+1.41  72.70 10.75 + 1.12 86
Zn (umol/L) 14.73 12.64+1.49  78.70 12.74 +1.34 90
Fe (umol/L) 18.31 18.03+3.17  57.50 19.48 + 1.84 26
Hb (g/L) 90 111.87+10.99 3.03 107.3 +10.77 10
Hto (L/L) 0.29 0.34 £0.03 3.03 0.33 + 0.03 16

Niveles de microelementos en tejido hepatico (n=5)

Cu (ppm) 75 52.85+9.33 100 57.32 + 18.85 100
Mn (ppm) 6 6.22 +0.40 60 6.14 £ 0.91 40
Zn (ppm) 160 180.80 +12.61 20 161.04 + 7.56 60

Los limites criticos fueron establecidos para los minerales en suero sanguineo Garcia (2008) en el higado segun
Radostits et al., (2000) y McDowell y Arthington (2005).

Los porcentajes de muestras deficientes en Cu estan en concordancia con trabajos recientes
realizados en la zona centro sur de Villa Clara (Garcia 2008; Garcia et al., 2010) y en la oriental
de Cuba (Fajardo, 2009; Viamonte, 2010). En el caso del Zn las proporciones de animales con
carencia de este microelemento son superiores a las encontradas por los autores mencionados. La
mayor incidencia de carencias de Cu, Zn y Mn encontrada en este trabajo confirma que las
carencias minerales poseen una incidencia geografica variable en dependencia de multiples
factores, aunque son un problema generalizado en todo el pais.

Las deficiencias de Ca, Zn y Cu en el suero sanguineo y tejido hepético de los animales
investigados pueden estar relacionadas con el bajo contenido de los mismos en el suelo y el pasto
en los ecosistemas estudiados, situacion reportada también en condiciones similares por Garcia
et al., (2010); estos autores reportaron una correlacién negativa y altamente significativa entre

las concentraciones de Cu y Fe en tejido hepatico, es decir en la medida que descendia el Cu
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aumentaba el Fe en el higado al no poder ser transportado hacia los tejidos. Esta situacion
obedece a que el Cu es indispensable para la sintesis de ceruloplasmina, enzima responsable de
oxidar el Fe del estado ferroso al estado férrico para que pueda ser metabolizado (Thomas y
Oates, 2003) y por tanto se presente la hipoferropenia y anemia diagnosticada en el presente
trabajo, a pesar de diagnosticarse deficiencias de Fe en el suelo y el pasto.

Ademas, si el nivel de Cu en la dieta es bajo, la transferritina no puede captar el Fe que se
absorbe y el resultado puede ser una anemia microcitica hipocrémica, similar a la ferropénica,
esto destaca la importancia del Cu en la absorcion y transporte del Fe (Reeves y DeMars, 2005).
Ademas de la deficiencia primaria de Cu en el eje suelo planta animal, los excesos de Fe
encontrados en el suelo en ambos ecosistemas, puede conducir a una deficiencia de Cu
secundaria en los animales; el Fe es otro potente antagonista del Cu y aunque el mecanismo
mediante el cual ejerce su accion antagdnica no esta totalmente esclarecido, se sabe que forma
sulfuro de hierro (FeS) en el rumen, que mas tarde se disuelve en el abomaso formandose
entonces Cus, que es insoluble (Underwood y Suttle, 2001).

Varios trabajos han demostrado que altas concentraciones de Fe en la dieta reducen las
concentraciones de Cu hepatico y plasmatico, reportandose la hipocuprosis (Perea et al., 2002;
Pico et al., 2002). Por otra, estd demostrado que los bovinos durante el pastoreo muchas veces
desprenden de raiz el pasto e ingieren cantidades considerables de tierra propiciando una elevada
ingesta de Fe (McDowell y Arthington, 2005).

Con estos elementos, unido al hecho de que el Cu es el microelemento que mas antagonistas
posee con respecto a la absorcion, sobresaliendo entre ellos, ademaés del Fe, el Mo, S, Ca, Cd,
Zn, fitatos y acido ascorbico (O'Connor et al., 2001; Telfer et al., 2004); se puede plantear que la
carencia de este mineral es un problema comun en los rebafios estudiados y que resulta necesario
en investigaciones futuras estudiar la presencia de sus antagonistas en estos ecosistemas y sus
interrelaciones con el Cu.

En el caso del Zn, aunque los métodos para evaluar su estado son relativamente incentivos, sobre
todo en las etapas iniciales de deficiencia o en las incidencias leves, la carencia de este

microelemento se puede establecer al diagnosticar concentraciones en suero sanguineo inferiores a
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12.60 pmol/L y menos 30 ppm en el pasto; mientras que la deficiencia de Mn se puede diagnosticar
al verificar concentraciones hepéticas y en el pasto inferiores a 6 y 40 ppm de este mineral,
respectivamente, unido a las alteraciones bioproductivas de los animales y la respuesta a su
suplementacion, esto Ultimo como criterio mas exacto de sus deficiencia (McDowell y Arthington
2005).

También pudo haber influido en las deficiencias diagnosticadas la falta de suplementacién
mineral en los rebafios estudiados, al menos en los Gltimos 20 afios. Son numerosos los trabajos
que sefialan a las deficiencias de Cu, Zn responsable del pobre desempefio reproductivo de los
rebafios bovinos (Brem et al., 2002; Picco et al., 2004; Garcia et al., 2010; Fajardo, 2009 y
Viamonte, 2010). También el Mn se ha asociado a desérdenes de la reproduccion y la salud de
los bovinos (McDowell y Arthington 2005).

Caracterizacion de los indicadores reproductivos de los rebafios en ambos ecosistemas.

La evaluacion de los principales indicadores reproductivos de los rebafios del ecosistema de
llanura mostré un deterioro de los mismos en las novillas, con una elevada edad a la
incorporacion (33 meses), a la gestacion (38 meses) y al primer parto (52 meses) de las mismas,
con elevados intervalos reproductivos (tabla 2.3.6; anexos 1,2 y 3), contrastando con la reportada
para estos indicadores en el Siboney de Cuba (Brito, 2001; Suarez et al., 2001; Iglesias, 2004) y

en novillas mestizas en Venezuela (Gonzales-Stagnaro et al., 2006).

Tabla 2.3.6: Valores (x+ SD) de los principales indicadores reproductivos evaluados en
novillas y vacas en el ecosistema de llanura.

Unidad Indicadores reproductivos de las vacas en dias.
IPPI PS IPP I
Unidad 3 (tres Caminos)  154.6 +28.9° 200.7 +89.6° 481.6+89.2° 2.1+1.1°
Unidad 4 (Aleman) 162.3+32.9° 179.8+285" 461.8+285" 1.6+0.6°
Indicadores reproductivos de las novillas en dias.
1PI G 1P I
Unidad 5 (C. Novillas) 133.7+51.2 146.8+50.2 4288+51.2 13x05

% medias con letras diferentes en los superindices en la misma columna en las vacas indican diferencias estadisticas
significativas P<0.05 (t-Student para muestras independientes).
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En las vacas del ecosistema de llanura también existe un marcado deterioro de los indicadores
reproductivos, muy superiores a los parametros de referencia para el bovino lechero en
condiciones ideales de explotacion expuestos por otros autores (Wattiaux, 1996; Alvarez, 1997;
Howard, 1997), que plantean como éptimos 60 a 70 dias; 85 a 90 dias y 365 a 395 dias para el
IPPI, PS e IPP, respectivamente. Se apreciaron diferencias estadisticas significativas P< 0.05 en
el PS entre las unidades tres y cuatro. El indice de inseminacion pueden ser evaluado adecuado
en la unidad cuatro, que representa un porcentaje de gestacion al primer servicio de 60.2%; pero
en la unidad tres este indicador puede ser catalogado de malo (Fetrow et al., 1997; Blanco, 2000)
para un porcentaje de gestaciones al primer servicio inferior al 50%.

Segun los resultados de la extraccion de componentes principales en el ecosistema de llanura
(tabla 2.3.7), de las 16 variables consideradas se extrajeron tres componentes o variables ficticias
que representan solo el 18.75 % del total que explican el 74.86 % de la varianza total del estado
reproductivo de los rebafios de este ecosistema. El primer componente que influyé en la
eficiencia reproductiva estuvo determinado por los niveles séricos y hepaticos de de Cu y de los
propios indicadores reproductivos con el 38.32 % de la varianza explicada, siguiéndole en orden
de importancia los componentes representados por las carencias de Na, Hb, Hto y Mn en tejido
hepatico (21.93 %), y las deficiencias en suero sanguineo de de Zn, Ca, Mg y de Zn hepatico
(14.60 %).
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Tabla 2.3.7: Factores que determinan la eficiencia reproductiva en el ecosistema de llanura

Componentes Variables Coeficiente % Varianza
Autovalor  Explicada  Acumulada

Cu sérico -0.86
Cu hepético -0.83
IPPI 0.76

1 pS 0.98 6.13 38.32 38.32
IPP 0.98
1 0.86
Na 0.78
Hto 0.82

2 Hb 0.78 3.51 21.93 60.25
Mn hepético 0.74
Ca -0.72

3 Ma 0.77 2.33 14.60 74.86
Zn Sérico 0.70
Zn Hepético 0.73

En el ecosistema de premontaiia (tabla 2.3.8; anexos 4 y 5), la situacion es similar a la
encontrada en el de llanura. En este ecosistema también se apreciaron diferencias estadisticas
significativas P< 0.05 en el PS entre las dos unidades. Los indicadores reproductivos evaluados
en este trabajo, en ambos ecosistemas, son menos eficientes que los reportados para el genotipo
racial Siboney de Cuba, en sistemas de silvopastoreo (Reinoso, 2000; Reinoso y Pino, 2003;
Reinoso et al., 2005), pero en correspondencia con los obtenidos en similares condiciones de
produccién por Garcia (2008); Garcia et al., (2010); Hernandez et al., (2011).

Tabla 2.3.8: Valores (x+ DE) de los principales indicadores reproductivos evaluados en las
vacas del ecosistema de premontafia.

Indicador Unidad 1 (Tipica 4) Unidad 2 (Tipica 67)
IPPI (dias) 172.3 +51.7° 151.5 + 48.6°
PS(dias) 217.8 +53.2° 173.0 +56.2°

IPP (dias) 498.5 + 53.5° 455.2 + 66.5°%

I 1.9+0.7° 1.6 +1.0°

ab medias con letras diferentes en los superindices en la misma fila indican diferencias estadisticas significativas
P<0.05 (t-Student para muestras independientes).
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En el ecosistema de premontafia (tabla 2.3.9), la extraccion de componentes principales mostrd
una mayor correlacion entre las variables estudiadas en comparacion con el de llanura, de
dieciséis variables consideradas se extrajeron tres componentes (18.75 % del total) que explican
el 93.48 % de la varianza total del estado reproductivo de los animales de este ecosistema. El
primer componente que influy6 en la eficiencia reproductiva estuvo determinado por los niveles
séricos de Cu y Zn, y de los propios indicadores reproductivos con el 39.77 % de la varianza
explicada, siguiéndole en orden de importancia los componentes representados por las bajas
reservas de Cu, Zn y Mn en tejido hepético y las carencias de Na, y K (33.27 %), y la condicion
corporal al parto y a la inseminacion (20.43 %).

Tabla 2.3.9. Factores que determinan la eficiencia reproductiva en el ecosistema de
premontafia.

Componentes Variables Coeficiente  Autovalor % Varianza
Explicada Acumulada

Zn sérico 0.78
Cu sérico 0.99
IPPI -0.96

1 PS -0.96 6.76 39.77 39.77
IPP -0.96
Hto 0.82
Na 0.88
K 0.79

2 Cu hepatico 099 5.65 33.27 73.05
Zn hepatico -0.89
Mn hepatico -0.91
1 0.71

3 CCparto 081 3.47 20.43 93.48
CC Inseminacion -0.81

El comportamiento reproductivo es similar en ambos ecosistemas, pese a tener diferentes
sistemas de manejo y una base alimentaria cuantitativa y cualitativamente inferior en la
premontaria, sugieren que las deficiencia de microelementos pueden ser las responsables de el
deterioro de los indicadores reproductivos, pues se trata de un problema comin para ambos

escenarios, en el eje suelo planta animal.
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Aunqgue el comportamiento reproductivo de los animales se afecta por las deficiencias de energia
(Butler 2000) y proteinas (Lopez-Gatius et al., 2001), partiendo de los resultados de este trabajo,
especialmente de la extraccién de los componentes principales y tomando en consideracién que el
factor méas limitante es el que dicta la productividad (McDowell y Arthington 2005), se puede
afirmar que el deterioro de los indicadores reproductivos anteriores son el reflejo de los bajos
niveles de microelementos en suero sanguineo y tejido hepatico fundamentalmente; que a su vez son
una consecuencia de las carencias de estos minerales en el suelo y el pasto de los ecosistemas
estudiados.
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2.4: Experimento 3: Efecto de la suplementacion del Cu, Zn y Mn por via parenteral sobre
el comportamiento reproductivo en hembras bovinas con deficiencia de estos
microelementos.

2.4.1: Introduccién.

Tradicionalmente para el tratamiento y profilaxis de estas carencias se ha recomendado la
suplementacion de los animales con sales inorgénicas a voluntad, en tal sentido, recientemente se
obtuvieron efectos satisfactorios sobre el comportamiento reproductivo de las vacas lecheras en
la region oriental de Cuba al introducirse una sal mineral a voluntad, adaptada a las condiciones
de de explotacidn de esos rebafios (Fajardo et al., 2009; Fajardo, 2009).

En otros paises la suplementacion con compuestos organicos de Cu, Zn y Mn disminuyo la
presentacion de mastitis y mejord la fertilidad (Nocek y Socha, 2000; Uchida et al., 2001;
Ballantine et al., 2002; Kellogg et al., 2003, 2004, Repetto et al. 2004).

Recientemente, en rebafios con problemas reproductivos se han reportado deficiencias de Cu, Zn
y Mn en elevadas proporciones de las muestras de sangre e higado investigadas (Garcia et al.,
2010). Lo anterior hace suponer que en nuestras condiciones debe obtenerse una mejora
significativa de la eficiencia reproductiva si se establece la suplementacion sistematica de estos
microelementos.

Por lo que el objetivo de este trabajo es determinar el efecto de la suplementacion de 50 mg de
Cu, 100 mg de Zn y 50 mg de Mn por via parenteral sobre el comportamiento reproductivo de

las hembras bovinas con deficiencia de estos microelementos.
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2.4.2: Materiales y Métodos.

Disefio experimental.

Ambas etapas fueron desarrolladas en el periodo lluvioso (Junio-Noviembre). En ambos
ecosistemas se seleccionaron dos vaquerias y en el de llanura un centro de novillas. Para evaluar
la suplementacion de Cu, Zn'y Mn en las novillas se seleccionaron 48 animales de esta categoria,
del genotipo racial H x C, con un rango de edad entre 21 y 24 meses y un peso comprendido

entre 300 y 310 kg, divididas en dos grupos de 24 animales cada uno.

Para evaluar el efecto de la suplementacién de Cu, Zn y Mn en las vacas, se seleccionaron 120
animales gestantes del genotipo racial H x C con una edad promedio entre 6 y 7 afios, CC entre 3
y 4, entre segunda y tercera lactancia, 60 de cada ecosistema las que se dividieron en grupos de
30 animales cada uno (A 'y B).

En ambas categorias el grupo A fue utilizado como control y el B fue tratado con 50 mg de Cu,
100 mg de Zn'y 50 mg de Mn por via parenteral, dosis recomendada por Garcia y Noval (2009).
En las novillas la suplementacion se efectué al momento de la incorporacion y posteriormente
cada dos meses hasta completar tres aplicaciones. En las vacas la primera administracion se
efectud a los 8 meses de gestacion, repitiendo la misma cada dos meses hasta completar tres
aplicaciones (30 y 90 dias post parto).

Tanto las novillas como las vacas presentaban deficiencia sérica de Cu y Zn (concentraciones
inferiores a 11.77 y 12.60 umol/L, respectivamente), clinicamente sanas, segun diagnostico
clinico practicado previamente (Cuesta, 2003) que incluyd ademas analisis complementarios
como la determinacién de hemoglobina, hematocrito y estudios coproldgicos para diagnosticar la
presencia 0 no de parasitos, especialmente el trematodo Fasciola hepatica. En el Caso del Mn el
estado carencial se establece por la deficiencia de este microelementos en suelo y pasto
(McDowell y Arthington, 2005)

En ambas categorias de animales se evaluo el efecto de la suplementacion con minerales trazas
sobre los niveles séricos de microelementos, la hematologia al inicio y a los 30 dias posteriores
al altimo tratamiento, comparandose los indicadores hematoquimicos entre ambos momentos en

cada grupo. También se evaluaron y compararon los principales indicadores reproductivos, en las
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novillas el l1P1, 11G, 1IPy EP y en las vacas el IPPI, PS, IPP e Il.

En el ecosistema de premontafia se utilizaron 10 animales destinados al sacrificio por baja
produccion lactea, divididos en 2 grupos experimentales de 5 vacas cada uno; el Grupo A, se
utiliz6 como control y el grupo B, tratado con 50 mg de Cu, 100 mg de Zn y 50 mg de Mn por
via parenteral, evaluandose la influencia del suministro de estos microelementos sobre las
reservas hepéticas de los mismos.

Toma de muestras y procedimientos analiticos.
Las muestras de sangre para los andlisis hematoldgicos y la determinacién del perfil mineral,

asi como las muestras de higado se tomaron segun lo descrito en materiales y métodos generales,

al igual que las determinaciones de las concentraciones de minerales en suero sanguineo y tejido
hepatico.

El sistema de manejo y alimentacion fue descrito en materiales y métodos generales; asi como las
metodologias para la evaluacion de la condicion corporal (CC), los indicadores reproductivos, los
examenes ginecoldgicos y la deteccion del celo e inseminacidn artificial.

Procesamiento estadistico.

Se calcularon los estadisticos descriptivos para todas las variables. Se realizo la comparacion de los
niveles de minerales en suero sanguineo, tejido hepatico y los indicadores reproductivos antes y
después del tratamiento entre ambos grupos empleandose para ello la prueba de t-Student para
muestras independientes, incluyendo casos en que hubo heterogeneidad en las varianzas de las
muestras. En estos procesamientos se utilizd el paquete estadistico Stagraphics ver Centurion
XV.1I.
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2.4.3: Resultados y Discusion

Efectos de la suplementacion en el ecosistema de llanura.

Los efectos de la suplementacion con 50 mg de Cu, 100 g de Zn y 50 mg de Mn sobre los
microelementos y el hemograma de las novillas del ecosistema de llanura (tabla 2.4.1) se aprecia
que entre ambos grupos no existian diferencias al inicio de la experiencia, en cambio, la
terapéutica utilizada increment6 los niveles seéricos de Cu y Fe (P< 0.01) y la Cinquemia, la
hemoglobina y el hematocrito (P< 0.001) en el grupo tratado en comparacion con los controles al
final del experimento, confirmando el efecto beneficioso de esta suplementacion.

Tabla 2.4.1: Niveles de microelementos y los indicadores hematoquimicos evaluados al

inicio y final del experimento en las novillas del ecosistema de Ilanura.

Grupos
Variables Momento Control (n=24) Tratados(n= 24).
x+ DE x+ DE
Cu (umol/L) Inicial 11.20 +0.82° 11.22 +0.52°
Final 11.53 + 0.40° 13.57 + 1.53*"
Zn (umol/L) Inicial 11.12 +£0.78° 11.12 £ 1.16°
Final 11.65 + 0.71° 16.25 + 2.81%"
Fe (umol/L) Inicial 17.85 +0.98° 17.91 +0.89°
Final 18.32 + 0.87° 21.42 +2.58%"
Hb (g/L) Inicial 88.10 + 10.80° 84.70 + 10.40°
Final 96.60 + 4.83° 126.0 + 12.90*"
Hto (L/L) Inicial 0.28 + 0.04° 0.26 + 0.02°
Final 0.31+0.02° 0.39 + 0.04*™

® Jetras diferentes en la misma fila, indican diferencias estadisticas significativas, ** P< 0.01, *** P< 0.001
(t-Student).

La suplementacion parenteral del Cu, Zn y Mn incremento el peso vivo (P< 0.01) y la ganancia
media diaria (P< 0.001) de los animales tratados en comparacién con los controles,
incrementandose estos indicadores en 5.8 y 25 % respectivamente; dicho efecto puede ser
atribuido al tratamiento aplicado ya que en el analisis estadistico se considero el peso inicial
como covariable, verificandose que el mismo no tuvo influencia sobre la diferencia en el peso
final. El tratamiento aplicado redujo (P< 0.01) el 1IPI, IIG e IIP, pero no repercutié sobre el

indice de inseminacién de las novillas (tabla 2.4.2).
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Tabla 2.4.2: Comportamiento de la ganancia de peso y los principales indicadores
reproductivos en las novillas suplementadas con 50 mg de Cu, 100 mg de Zn'y 50 mg de Mn

al momento de la incorporacion en el ecosistema de llanura.

Variables. Grupos.

Control (n=24). Tratado (n= 24).
Peso Inicial (kg) 283.05 + 9.21° 289.79 + 16.28°
Peso Final (kg) 337.6 +14.10° 358.8 +20.17%"
GMD (g) 455 + 60.68° 583 + 62.03%
[IPI (dias) 156.5 + 58.2" 92.8 +38.6""
11G (dias) 173 +54.30*" 106.5 + 33.2""
1P (dfas) 455 + 54%7 388.5+ 33"
I 1.35 + 0.36 1.29 + 0.58°

™ Jetras diferentes en la misma fila, indican diferencias estadisticas significativas, ** P< 0.01, *** P< 0.001. En la
ganancia media diaria y los indicadores reproductivos se empled (t-Student) y en el peso final la prueba LSD.

En el grupo control el comportamiento reproductivo se caracteriza por elevados IIPI, 11G e IIP,
contrastando con la reportada para estos indicadores en el Siboney de Cuba (Brito, 2001; Suarez
et al., 2001; Iglesias, 2004) y en novillas mestizas en Venezuela (Gonzales-Stagnaro et al.,
2006), pero en correspondencia con estudios desarrollados en la zona centro sur de la provincia
de Villa Clara (Garcia, 2008)

Los resultados obtenidos con la suplementacion empleada sobre el peso de los animales esta en

correspondencia con estudios realizados con este mismo suplemento en terneros en
amamantamiento restringidos, donde incrementd en un 12 % los pesos de los animales y en toros
en un sistema de ceba intensiva donde el aumento de peso vivo en relacidn con los controles fue
del 9 % (Garcia, 2010).
Otros estudios demostraron que la suplementacion con Cu inyectable (EDTA, Cu) en dosis de 25
mg Cu cada 60 dias, via subcutanea reflejaron beneficios sobre las ganancias diarias y el peso al
destete en un 20 a 24% (Viejo y Casaro, 1993). La administracidn de este compuesto incrementd
en un 18% el peso al destete en terneros (Balbuena et al. 1999).

En un estudio desarrollado en Venezuela se demostré que la administracion de soluciones
inyectables de cobre aumentaron de manera significativa los niveles séricos del microelemento y

los pesos al destete y ganancias medias diarias de los terneros (Aparicio et al., 2007).
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En el caso de las vacas del ecosistema de llanura, los microelementos y el hemograma (tabla
2.4.3) se aprecia que entre ambos grupos no existian diferencias al inicio de la experiencia, en
cambio, la terapéutica utilizada incrementd los niveles de Zn (P <0.05) y los de Cu, Fe, Hb, Hto
yelVCMylaHCM (P<0.001), confirmando el efecto beneficioso de esta suplementacion.

Tabla 2.4.3: Niveles de microelementos y los indicadores hematoquimicos evaluados al

inicio y final del experimento en las vacas del ecosistema de llanura.

Variables Momento Grupos
C_:ontrol T_ratado
x+ DE x+ DE
Cu (umol/L) Inicial 11.20 + 0.54° 11.33 +£0.35°
Final 11.54 + 0.63° 14.37 + 1.14%
Zn (umol/L) Inicial 12.20 +0.52° 12.51 +1.63
Final 12.98 +1.88° 14.98 + 1.68%
Fe (umol/L) Inicial 18.10 £ 1.19° 18.60 + 1.614°
Final 18.31 + 1.15° 21.11 + 1.68%"
Hb. (g/L) Inicial 87.5 + 15.21° 84.15 + 10.61°
Final 100.83 + 7.14° 126.53 + 13.3*"
Hto. (L/L) Inicial 0.26 + 0.03 0.26 + 0.02°
Final 0.32 £0.01° 0.40 £ 0.04%"
Erit. (x10*2 Inicial 5.32 +0.59° 5.14 +0.52°
Final 5.30 + 0.48° 5.10 £ 0.29°
VCM (10™°L Inicial 50.47 + 3.44° 52.11 + 3.41°
Final 60.95 + 5.81 78.66 + 6.68%"
HCM (10™"%g Inicial 16.48 + 2.51° 16.35 +1.21°
Final 19.18 + 2.34° 24.75 + 1.82axx*
CHCM (g/L) Inicial 323.90 + 38.75° 313.92 +14.18°
Final 312.5 +10.97° 315.08 + 10.89°
cC Inicial 2.95 + 0.45° 3.1+0.52°
Final 3.04 +0.25" 3.5+ 0.40*

® Jetras diferentes en la misma fila, indican diferencias estadisticas significativas, * P< 0.05,
*** P< (0.001 (t-Student).

La suplementacién de 50 mg de Cu, 100 mg de Zn y 50 mg de Mn tuvo un efecto beneficioso

sobre los principales indicadores reproductivos de las vacas tratadas, verificandose en las mismas
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una reduccién significativa del IPPI, IPG e IPP (P< 0.05), aunque no se apreciaron efectos
significativos sobre el 11 y el porcentaje de gestaciones al primer servicio en comparacion con las
controles (tabla 2.4.4).

Tabla 2.4.4: Comportamiento de los principales indicadores reproductivos en las vacas
suplementadas con 50 mg de Cu, 100 mg de Zn y 50 mg de Mn a partir de los 8 meses de

gestacion en el ecosistema de llanura.

Grupos.

Variables. Control (n=30). Tratado(n=30).

X+ DE X+ DE
IPPI (dias) 167.4 £ 42.6% 136.3 +£21.3""
IPG (dias) 177.4 +35.3°" 146.1 +21.8""
IPP (dias) 459.5 + 35.3*" 428.8 +21.8"7
I 1.7 +£0.7° 1.5+ 0.5
Gestaciones al primer servicio (%) 58.5° 68.4°

™ letras diferentes en la misma fila, indican diferencias estadisticas P< 0.001 (t-Student).

Efecto de la suplementacion el ecosistema de premontafia.

El estudio demostrd que la suplementacion de 50 mg de Cu, 100 mg de Zn y 50 mg de Mn por
via parenteral afecta los niveles de los microelementos y los indicadores hematologicos,
evaluados al inicio y final del estudio (tabla 2.4.5) muestran que la suplementacion con la
combinacion de Cu, Zny Mn incremento de manera significativa los niveles del Hto (P< 0.05) y
los de Cu, Zny Hb (P< 0.001).
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Tabla 2.4.5: Niveles de microelementos y los indicadores hematolégicos evaluados al inicio

y final del experimento en el ecosistema de premontafia.

Grupos
Variables Momento Control (n=30). Tratado (n=30).
x+ DE X+ DE
HH a a
Cu (umoliL) IrT|C|aI 10.58 + 1.29 10.52+ 1.36***
Final 10.76 + 0.87" 12.93 +1.83°
HP a a
Zn (umoliL) Inicial 13.09 + 1.26 12.83 + o.75***
Final 13.58 + 1.0° 15.15 + 0.87%
- a a
Fe (umol/L) IrT|C|aI 19.08 + 2.68 18.33 + 2.76
Final 19.11 + 2.01° 19.89 + 2.89°
FAd a
Hb (/L) Inicial 110.53 + 10.62 108.6 + 11.64***
Final 108.19 + 8.62° 118.35 + 10.71°
HP a a
Hito (L/L) IrT|C|aI 0.33 + 0.02b 0.33 + o.03*
Final 0.35 + 0.03 0.37 + 0.03*

® letras diferentes en la misma fila, indican diferencias estadisticas significativas, * P< 0.05, *** P< 0.001
(t-Student).

Las concentraciones de microelementos en tejido hepatico (tabla 2.4.6) muestran diferencias
estadisticas en los niveles de Zn (p < 0.05) y en los de Cu y Mn (p < 0.001) a favor de los
animales tratados con el compuesto inyectable de estos microelementos, en todos los casos, con
valores dentro de los limites fisiologicos de la especie bovina (Radostits et al., 2000). Estos
resultados son de gran importancia, especialmente el Cu y el Mn por ser el higado el 6rgano de
reserva y verdadero indicador del estado de estos minerales en el organismo. Estos resultados
corroboran lo alcanzado en estudios anteriores donde la aplicacion de Cu parenteralmente
incremento las reservas hepaticas del mismo en los animales tratados (Quiroga et al., 1995;
Garcia, 2008).
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Tabla 2.4.6: Comportamiento de las concentraciones de Cu, Zny Mn en tejido hepético de
los animales del ecosistema montafioso tratados con una formulacion inyectable de estos

microelementos.

) Grupos
Variables Control Tratado
X+ DE X+ DE
Cu (ppm) 52.85 +9.33" 202.93 + 47.19"
Zn (ppm) 180.80 + 22.61° 253.72 + 64.31*
Mn (ppm) 6.22 +0.40° 10.97 +0.85°

™ letras diferentes en la misma fila, indican diferencias estadisticas significativas, *P< 0.05, *** P< 0.001. segn (t-
Student).

La suplementacion de 50 mg de Cu, 100 mg de Zn y 50 mg de Mn tuvo un efecto beneficioso
sobre los principales indicadores reproductivos de las vacas tratadas, verificandose en las mismas
una reduccion significativa del IPPI, IPG, IPP e Il (P< 0.05) y superior porcentaje de gestaciones
(P < 0.05) al primer servicio en comparacion con las controles (tabla 2.4.7).

Tabla 2.4.7: Comportamiento de los principales indicadores reproductivos en las vacas del
ecosistema premontafa suplementadas con 50 mg de Cu, 100 mg de Zn y 50 mg de Mn a
partir de los ocho meses de gestacion.

. Grupos.

Variables. Control (n=30). Tratados (n=30).
X+ DE X+ DE

IPPI (dias) 154.9 £ 57.2% 115.6 + 22.8°

IPG (dias) 206.2 +45.2%" 126.4 +29.5°

IPP (dfas) 487.8 + 40.9%" 405.3 +29.2°

11 (dias) 1.9+0.9% 1.29 +0.46°

Gestaciones al primer servicio (%) 51.8"" 77.5%

2P Jetras diferentes en la misma fila, indican diferencias estadisticas significativas, * (p< 0.05), ** p< 0.01) segin
(t-Student).

Los resultados alcanzados en ambos ecosistemas en este trabajo estan en correspondencia con los
obtenidos en estudios anteriores, donde la administracion de 125 mg de Cu en las vacas,
repitiendo el tratamiento a los tres meses; aumento6 (P<0.01) las concentraciones de Cu en suero
sanguineo (Balbuena et al., 1999; Castelli et al., 2001). En Cuba, con la administracién de Cu

por via parenteral en novillas y vacas se incrementaron las concentraciones de Cu en suero
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sanguineo, la hemoglobina y el hematocrito (P<0.001) (Garcia y Cuesta, 2004; Garcia et al.,
2007; Garcia, 2008).

Los efectos beneficiosos de la suplementacion del Zn por via parenteral se han reportado
previamente, en tal sentido la administracién de del Zn en forma de lactobionato (0,667 % de
Zn), empleando la via subcutanea a la dosis de 25 ml por animal incrementd la concentracion de
este microelemento en plasma, pelo y piel, ademas de la ganancia de peso diaria (Buffarini et al.,
1998).

Los efectos beneficiosos de la suplementacién de Cu, Zn y Mn se evidenciaron en estudios
realizados con el mismo suplemento en vacas lecheras en similares condiciones de produccion
(Rivero, 2010; Sanchez, 2010).

El aumento del Fe, la hemoglobina y el hematocrito en los animales tratados puede explicarse
por la estrecha relacion entre la cupremia y los tenores de Fe en sangre (Radostits et al., 2000;
Thomas y Oates, 2003); al incrementarse los niveles de Cu en sangre, aumenta la actividad de la
ceruloplasmina, favorece la incorporacién del Fe a la Hb al oxidarlo de Fe** a Fe** (Thomas y
Oates, 2003); Otra via puede ser porque el aumento de la cupremia incrementa la vida media de
los eritrocitos debido a la mayor actividad de la superoxido dismutasa (SOD) eritrocitaria (West
y Prohaska, 2004; Reeves et al., 2005).

En el caso del Fe en el ecosistema de premontafia, los resultados contrastan con otros autores que
han reportado la estrecha relacion entre la cupremia y los tenores de Fe en sangre (Radostits et
al., 2000; Thomas y Oates, 2003) y con trabajos desarrollados en Cuba en hembras bovinas
adultas, que han evidenciado un incremento de los niveles del hierro sérico en los animales
suplementados con Cu por via subcutanea cada dos meses (Garcia y Cuesta, 2004), la falta de
concordancia en estos resultados puede estar dada por la diferencia en los sistemas de
alimentacion de los animales en cada caso, en este sentido se ha sefialado que los niveles de Fe
estan muy influenciados por el aporte nutricional (Figueredo et al., 2005)

En la esfera reproductiva los resultados obtenidos en las vacas de ambos ecosistemas corroboran
las ventajas de suplementar microelementos por via parenteral en las hembras bovinas; en tal

sentido, el tratamiento con Cu inyectable aument6 el indice de gestaciones al primer servicio al
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compararlo con respecto a las testigos en novillas (Ricciardino et al. 1998); con esta terapeutica
se ha logrado una disminucién de los servicios por concepcion de 2.5 a 1.7 (Mackenzie et al.
2001). Posteriormente en vacas suplementadas con Cu por via parenteral se observaron mayores
nameros de celos, mejores tasas de servicio por concepcién y elevacion en los porcentajes de
prefiez (Brem et al., 2002). En Cuba la a la administracion de 50 mg de Cu por via parenteral en
las hembras bovinas con niveles cupremia hasta 14 pmol/L incrementd la eficiencia reproductiva
de las mismas (Garcia, 2008). Recientemente la suplementacion con Cu, Zn y Mn por via
parenteral en vacas gestantes redujo significativamente los indicadores reproductivos postparto
(Sanchez, 2010)

Los resultados obtenidos en el presente trabajo estan en correspondencia con estudios
desarrollados en Cuba, donde la suplementacion parenteral del Cu aumento los porcentajes de de
celos y de gestaciones, reduciendo los IPPI, IPG e IPP en los animales tratados en comparacion
con los controles (Garcia, 2008), y con experimentos desarrollados en otros paises donde la
suplementacion con Cu, Zn y Mn disminuyo la presentacion de mastitis y mejoré la fertilidad
(Nocek y Socha, 2000; Uchida et al. 2001; Ballantine et al. 2002; Kellogg et al. 2003, 2004,
Repetto et al. 2004)..

El Zn, Cu y Mn son necesarios para el normal funcionamiento de numerosas estructuras
proteicas, enzimas y proteinas celulares, mejorando asi el comportamiento de la vaca lechera
(Nocek et al. 2006). Por ello, diferentes autores reconocen que el Cu, el Zn y el Mn tienen una
accion importante en la vida reproductiva de los rumiantes y la sintesis, activacion y regulacion
de hormonas sexuales (Surgino et al. 1998, 2000).

Los microelementos, especialmente el Cu, Zn y Mn forman parte primordial de la superoxido
dismutasa (SOD), numerosas investigaciones demuestran que esta enzima es un factor
antioxidante, de la cual estos elementos actuan como cofactores cataliticos indispensable (Ji-Pan
y Loo, 2000), por ello ante la carencia de los mismos se incrementa el estrés oxidativo en los
animales.

Los radicales libres como el anion superéxido (O;) se producen en el cuerpo lateo durante la

sintesis de P, siendo transformado en las células luteales en H,O,, que es luteolitico e inhibidor
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del transporte de colesterol a la mitocondria para convertirse en pregnenolona, con disminucion
de la formacion de P, (Méarquez et al., 2001). De tal manera, el incremento del estrés oxidativo a
nivel ovarico, afecta los tejidos esteroidogénicos del mismo con disminucion de la sintesis de
estrogenos y de progesterona, dafios en el oocito, afectacion del desarrollo y mortalidad
embrionaria, precoz con la consiguiente repercusion negativa sobre los indicadores reproductivos
(Bach, 2002).
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4: Conclusiones.

> Se demostré que en las unidades ganaderas de los diferentes ecosistemas estudiados

existen altas proporciones de deficiencias de Cu, Zn y Mn en las muestras de suelo y
pastos investigadas.

Las deficiencias de Cu, Zn y Mn fueron las principales alteraciones metabdlicas
diagnosticadas en las hembras bovinas de los ecosistemas estudiados, con un marcado

deterioro de los indicadores reproductivos de los rebafios.

La suplementacion de 50 mg de Cu, 100 mg de Zn y 50 mg de Mn por via parenteral
tuvo un efecto beneficioso sobre el comportamiento bio-reproductivo de las hembras

bovinas con deficiencia de estos microelementos en los ecosistemas estudiados.
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5. Recomendaciones.

> Realizar un ensayo multi-céntrico (escalado) con una mayor cantidad de animales para

confirmar los resultados obtenidos en el presente trabajo.

> Realizar estudios sobre el efecto de la suplementacion de 50 mg de Cu, 100 mg de Zn 'y
50 mg de Mn en sobre los indicadores productivos de la especie bovina.
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7: Anexos

Anexo 1: Distribucion de frecuencias de los indicadores reproductivos de las novillas

investigadas en el ecosistema de llanura.

Indicador Inferior Superior FRA Indicador Inferior Superior FRA

0.0 1.38 0.75 0.0 83.3 0.09
1.38 1.86 0.00 83.3 125.0 0.54
I 1.86 2.34 0.96 1PI 125 166.6 0.66
2.34 3.0 1.00 166.6 208.3 0.87

208.3 250.0 1.00

0.0 103.3 0.27 0.0 383.3 0.27

103.3 136.6 0.54 383.3 416.6 0.54

G 136.6 170.0 0.72 1P 416.6 450.0 0.69
170.0 203.3 0.84 450.0 483.3 0.84

203.3 236.6 0.96 483.3 516.6 0.93

236.6 270 1.00 516.6 550.0 1.00

Anexo 2: Distribucion de frecuencias de los indicadores reproductivos de la unidad 3 en el

ecosistema de llanura.

Indicador Inferior Superior FRA Indicador Inferior Superior FRA

0.0 1.38 0.75 0.0 120.0 0.20
I 1.38 1.86 0.00 IPPI 120.0 240.0 0.80
1.86 2.34 0.96 240.0 360.0 0.93
2.34 3.0 1.00 > 360 1.00
0.0 160.0 0.33 0.0 434.2 0.26
160.0 320.0 0.73 434.2 548.5 0.66
PS 320.0 480.0 0.80 IPP 548.5 662.8 0.73
480.0 640.0 0.93 662.8 777.1 0.86
> 640.0 1.00 777.1 891.4 1.00
98 Tesis en opcion del Titulo de Méster en Salud Animal Avanzada (MSAA)

Autor: Dr. DMZ Harun Munyori Nderitu
Tutor: Dr. C Juan Ramon Garcia Diaz
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas

(o)




Anexo 3: Distribucion de frecuencias de los indicadores reproductivos de la unidad 4 en el

ecosistema de llanura.

Indicador Inferior Superior FRA Indicador Inferior Superior FRA

0.0 1.2 0.44 0.0 86.6 0.03
I 1.2 2.2 0.88 IPPI 86.6 140.0 0.19
2.2 3.3 1.00 140.0 166.6 0.61

166.6 193.3 0.80
193.3 220.0 1.00

0.0 125.0 0.03 0.0 420.0 0.07

125.0 150.0 0.11 420.0 450.0 0.34

PS 150.0 175.0 0.42 IPP 450.0 480.0 0.73
175.0 200.0 0.73 480.0 510.0 1.00

200.0 225.0 1.00

Anexo 4: Distribucion de frecuencias de los indicadores reproductivos de la unidad 1 en el

ecosistema de premontafa.

Indicador Inferior Superior FRA Indicador Inferior Superior FRA

0.0 1.5 0.27 0.0 110.0 0.21
I 1.5 2.1 0.78 PP 110.0 140.0 0.33
2.1 2.7 0.78 140.0 170.0 0.39
2.7 3.3 1.00 170.0 200.0 0.60

200.0 230.0 0.87
230.0 260.0 1.00

0.0 140.0 0.09 0.0 410.0 0.03

140.0 180.0 0.24 410.0 450.0 0.24

PS 180.0 220.0 0.45 IPP 450.0 490.0 0.36
220.0 260.0 0.72 490.0 530.0 0.69

260.0 300.0 1.00 530.0 570.0 0.96

570.0 610.0 1.00
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Anexo 5: Distribucion de frecuencias de los indicadores reproductivos de la unidad 2 en el

ecosistema de premontafa.

Indicador Inferior Superior FRA Indicador Inferior Superior FRA

0.0 1.71 0.66 0.0 100.0 0.16

I 1.71 2.57 0.80 IPPI 100.0 150.0 0.43
2.57 3.42 0.96 150.0 200.0 0.86

> 3.42 1.00 200.0 250.0 0.96

> 250.0 1.00

0.0 142.8 0.36 0.0 406.6 0.20

142.8 214.2 0.80 406.6 473.3 0.66

PS 214.2 285.7 0.96 IPP 473.3 540.0 0.90
> 285.7 1.00 540.0 606.6 0.96

> 606.6 1.00

Anexo 6. Balance alimentario de los microelementos estudiados en el ecosistema
premontafia.

W Total Aporte
60 7 o
H Total Requerimiento
40 - W Diferencia
20 A
'D h T T
Cu [mg) .9.09
=20 A
=40 - .55.81 -38.01
-
-60 -
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Anexo 7. Balance alimentario de los microelementos estudiados en el ecosistema de llanura.

m Total Aporte
B0 A ®m Total Requerimiento
60 - m Diferencia
40 -
200 -
o
Cu (mg)_7 68
-20 A
-40 - -44,3 -36,73
-6 /

Anexo 8: Balance de nutrientes en el ecosistema de llanura

W Total Aportes
800 A

B Requerimiento
700 -+
m Diferencias
600 -
500 -
400 -
300 -+

200 A

100 - -1.98 1.3

100 Cons EM (Mcal) PDIN (g} PDIE (g} Calg) Plg) S
(kg/MS)
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Anexo 9: Balance de nutrientes en el ecosistema de premontafia en periodo poco lluvioso

600 - W Total aportes
B Requerimientos
500 A m Diferencias de nutrientes
400 A
300 A
200 A
100 A
-2.62
. “-
0 T T T
Cons (kg/MS)  EM (Mcal) 0> PDIN (g) PDIE (g) 15  cal(g) pg) /4
-100

Anexo 10: Balance de nutrientes en el ecosistema de premontafia en periodo lluvioso

B Total aportes
800 A
B Requerimientos

700

W Diferencias

600 o

500 A

400 o

300 A

200 o

100 A

ons (kg/MS) EM (Mical) PDIN (g] PDIE (g) Calg) P(g) —~

-100
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Opinion del tutor.

La tesis de maestria presentada por el aspirante Dr. MVVZ. Harun Munyori Nderitu, titulada
“Efecto de la suplementacion parenteral de Cu, Zn y Mn sobre el comportamiento bio-
reproductivo en hembras bovinas lecheras en diferentes ecosistemas ganaderos de la
provincia de Villa Clara”, se enmarca dentro del proyecto de investigacion territorial del
CITMA en Villa Clara, titulado: “Efecto de la suplementacion parenteral de Cu, Zn y Mn
sobre el comportamiento bio-productivo de las hembras bovinas lecheras”, con cddigo
0483, ejecutado por un grupo de docentes e investigadores de la Universidad Central “Marta
Abreu” de las Villas, dirigido por el que suscribe y dentro del cual ha colaborado el aspirante.

La tesis posee actualidad dada la importancia de los microelementos estudiados para la especie
bovina, especialmente por su influencia para el comportamiento reproductivo de la misma. Sobre
la carencia de estos microelementos y su suplementacion existen numerosos reportes; sin
embargo, el presente trabajo es novedoso ya que evalla y demuestra fehacientemente por primera
vez, las carencias de Cu, Zn y Mn en el eje suelo planta animal como un problema comdn en
diferentes ecosistemas ganaderos, considerados tipicos dentro de la ganaderia bovina en Cuba y
el efecto negativo de las mismas sobre el comportamiento reproductivo de las hembras bovinas
en esas condiciones.

Por otra parte, se realiza un amplio estudio del estado metabolico de los animales en los rebafios
investigados, que abarca la determinacion de indicadores del metabolismo energético, proteico,
acido-basico, hematologicos y el perfil hepatico, dandole una gran integralidad al trabajo
realizado, que conjuntamente con el empleo un correcto disefio experimental y de métodos
analiticos y estadisticos adecuados le proporcionan una mayor confiabilidad a los resultados
obtenidos; que a su vez, requieren de un alto grado de especializacion del aspirante para su
correcta interpretacion.

La tesis aborda ademas, la suplementacion del Cu, Zn y Mn por via parenteral, ofreciendo una
metodologia de trabajo para efectuar el suministro de estos microelementos, con la cual se obtuvo
un efecto beneficioso sobre los indicadores bioreproductivos de los animales suplementados, en
este caso con un candidato de suplemento genérico de estos microelementos, que abre un nuevo
campo de estudio para la obtencidn definitiva, produccién, registro e introduccion del mismo.

La tesis cumple con la estructura metodologica reglamentada para la confeccion de la misma,
durante el desarrollo del trabajo el aspirante alcanzo un satisfactorio grado de cumplimiento de
los objetivos propuestos, mostrando un elevado nivel de independencia y dedicacidn; resolviendo
satisfactoriamente los problemas practicos y cientifico-técnicos que se le presentaron durante el
desarrollo del mismo, lo que demuestra la experiencia y preparacion del aspirante que lo hacen
merecedor del grado cientifico al que aspira.

Dr. MVZ. Harun Munyori Nderitu Dr. C. Juan Ramon Garcia Diaz
Aspirante Tutor
Santa Clara, 1 de febrero de 2012.
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