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SINTESIS
Se realizaron 4 experimentos con el objetivo de determinar la relacion entre los valores de la

cupremia y los indicadores reproductivos de la hembra bovina y el efecto de la suplementacion del
Cu sobre el comportamiento reproductivo en animales hipo y normocuprémicos; que
comprendieron estudios sobre la composicion mineral del suelo, pasto, suero sanguineo y reservas
hepaticas de los animales, los efectos toxicos y residuales de diferentes concentraciones de cobre,
la relacion entre la cupremia y los indicadores reproductivos y el efecto de la suplementacion
cuprica sobre el comportamiento reproductivo de novillas y vacas con diferentes niveles de
cupremia; realizandose la evaluacion econdmica del tratamiento. Se comprob¢ la deficiencia de Cu
en la totalidad de las muestras de suelo y pasto, en el 75% de las de suero sanguineo y en el 72% de
las de higado; con una disminucién del comportamiento reproductivo de estos rebafios. La
administracioén de diferentes concentraciones de Cu por via parenteral (50 y 100 mg) y (50, 100 y
200 mg) son capaces de incrementar (p < 0.05) los niveles de Cu en suero sanguineo y tejido
hepatico respectivamente en los animales tratados, sin presentar efectos toxicos ni residuales. Se
demostré que la hipocupremia aumenta 4.93, 2.52 y 3.33 veces el riesgo de presentar anestro,
repeticion de servicio y los problemas reproductivos totales respectivamente; encontrandose que
los niveles de Cu séricos estan altamente correlacionados con los indicadores reproductivos. La
administracion de 50 mg de Cu por via parenteral en vacas y novillas hipocuprémicas y ciclicas
increment6 (p < 0.001) la cupremia y (p < 0.01) los porcentajes de presentaciones de celo y
gestaciones; disminuyendo el riesgo relativo de presentar trastornos reproductivos en los animales
tratados. Esta terapéutica, en los animales hipocuprémicos anéstricos incrementd la cupremia (p <
0.001) en las novillas y (p < 0.01) en las vacas; la combinacién de esta con los tratamientos de
induccion del celo aumentaron (p < 0.01) los porcentajes de presentaciones de celo y gestaciones en
las novillas y (p < 0.05) las proporciones de concepcion en las vacas. El tratamiento también resultd
eficaz en los animales normocupremicos, incrementando (p < 0.0001) los valores del cobre en suero
sanguineo, (p < 0.01) la presentaciones de celo y (p < 0.001) las proporciones de concepcion,
especialmente en animales con valores de cupremia inferiores a 14 pumol/L; nivel a partir del cual
no se apreciaron diferencias entre los grupos tratados y controles. Se demostrd preliminarmente la
factibilidad economica de la cuproterapéutica empleada, recomendandose ejecutar un estudio
multicéntrico que permita corroborar los resultados obtenidos en el presente trabajo y realizar un
analisis completo del costo beneficio, y evaluar su utilidad en otras categorias bovinas y especies

animales de interés.
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Introduccion.

La rentabilidad y la eficiencia en la ganaderia bovina, depende fundamentalmente de las
capacidades reproductivas de los animales, la salud y el incremento de la productividad por area en
explotacion. Un parto al afio por hembra incorporada a la reproduccion, garantiza una lactancia y al
menos, una cria para el autoremplazo de la masa.

La pérdida de un ciclo estral, disminuye el potencial productivo y reproductivo del animal; lo que
representa la pérdida potencial de una cria cada 13 ciclos estrales y la disminucién de la produccion
lactea entre 100 y 300 litros de leche por ciclo (Holy, 1987; Howard et al., 2001); deduciéndose
que el incremento del periodo interpartal, atenta contra la eficiencia y la productividad del rebafio
al provocar disminucion del numero de crias y lactancias durante la vida 1til del animal.

Estudios realizados en paises desarrollados para evaluar las consecuencias econdmicas del
incremento del periodo interpartal, demostraron que valores superiores a 365 dias en este indicador,
se traduce en una pérdida de $1.00 dolar/vaca/dia; y se incrementan a $3.00 dolares/vaca/dia con
intervalos parto-parto superiores a 395 dias (Grant y Keown, 1997). Se estiman pérdidas entre $
2.00 y 4.00 dolares/dia cuando el indicador es mayor a 12.5 meses (Forero, 2000).

En Cuba en la década de los afios 90, con las limitaciones del periodo especial, hubo una
disminucién significativa de la eficiencia de la reproduccion animal y decrecieron cualitativa y
cuantitativamente los resultados de la inseminacion artificial; pero a partir del afio 2000 y hasta el
2005 se observo una mejoria en la fertilidad y natalidad de nuestros rebafios ganaderos (MINAG,
2005). Sin embargo, atin estamos lejos de lograr la maxima eficiencia reproductiva; influyendo
negativamente sobre ella factores de manejo reproductivo, fisiologicos, genéticos, climaticos y de
calidad seminal. No obstante, el principal factor limitante del desempefio reproductivo de nuestras
hembras bovinas lo constituye la alimentacion deficiente y dentro de ellas las deficiencias
minerales (Alfonso et al., 2007).

La deficiencia de Cu o hipocuprosis es una de las carencias minerales que mayor influencia tiene
sobre el desempefio reproductivo (Cordova et al., 2002); se considera la segunda mas frecuente en
bovinos en pastoreo en el mundo después de la de fosforo (Pavlata et al., 2005) y en ella juega un
papel preponderante los niveles e interrelaciones de dicho elemento en el suelo y el pasto
(Kalmbacher et al., 2005).

En Cuba, esta carencia se diagnosticod en el 77% del ganado bovino (Pedroso, 2005), esta situacion

coincide con la reportada en Empresas Pecuarias de la region central de nuestro pais, donde se



diagnosticaron altas proporciones de vacas, novillas y sementales vacunos con hipocupremia, que
estaba afectando la reproduccion y la produccion lactea (Garcia et al., 2005). Sin embargo, el
contenido de Cu en el suelo no ha sido evaluado y los estudios sobre sus concentraciones en el
pasto, son escasos, la mayoria de ellos desarrollados en los anos 80. Es necesario realizar un
estudio integral de las concentraciones de Cu en el eje suelo-planta-animal para conocer la
magnitud real de esta carencia y en estos ultimos incluir en el diagnostico no solo la determinacioén
de las concentraciones de Cu en suero sanguineo, sino también medir el contenido de este
microelemento en el tejido hepatico, por ser el higado el 6érgano de reserva y verdadero indicador
del estado del Cu en el organismo (Bouda et al., 2005).

Son varias las manifestaciones clinicas asociados a la hipocuprosis, entre ellas: anemia,
claudicacion, diarrea, crisis hemoliticas, ulceras abomasales, poliencefalomalacia, muerte subita
(Radostits et al., 2000), predisposicion a enfermedades infecciosas (Kozak el al., 2003) y mala
condicion corporal (Cuesta et al., 2003), aunque se ha senalado a los problemas reproductivos
como la principal manifestacion carencial de la hipocuprosis en animales adultos (Kendall et al.,
2003)

Se ha sugerido que la hipocuprosis se encuentra asociada con trastornos funcionales reproductivos,
retardo en la involucién del utero, abortos, repeticion del celo y retardo en la aparicion de la pubertad,
aunque no se han identificado con exactitud los mecanismos de accion (Pedroso, 2004). Esta
asociacion ha sido establecida durante afios y en condiciones de produccion sobre la base de la
observacion de deficiencias reproductivas en rebafios que han presentado varias alteraciones
metabolicas y nutricionales, entre ellas la carencia de Cu, reflejadas en el estudio de sus perfiles
metabdlicos o bien en condiciones controladas, donde se ha inducido el estado carencial,
observandose posteriormente los desordenes reproductivos; sin embargo, no se conoce el grado de
relacion entre la cupremia y los indicadores reproductivos de la hembra bovina lechera, ni en que
niveles de la misma se establece dicha asociacion. Ademas la deficiencia de Cu como factor de
riesgo de los trastornos reproductivos no ha sido evaluada en rebafios comerciales, por lo que se
hace necesario realizar los estudios correspondientes para esclarecer estos aspectos.

Ya desde muy temprano se demostré que la administracion de Cu indujo la ovulacién en los
conejos (Suzuki y Bialy, 1964); mas recientemente, la administracion de GnRH en ratas con
tenores normales de Cu, aumento la liberacion de LH y FSH hipofisiarias, en comparacion con las

hipocuprémicas (Kochman et al., 1992); posiblemente el Cu estimula los receptores de GnRH en la



hip6fisis facilitando su accion. (Kochman et al., 1997). La suplementacion mineral corregida en
areas de produccion ha repercutido favorablemente sobre los aspectos biologicos, indicadores
reproductivos, productivos y econdmicos del ganado, utilizdndose 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, 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).

Los medicamentos aplicados parenteralmente suelen ser de eleccion porque permiten garantizar un
suministro adecuado del microelemento para cada animal, no son costosos y al compararlos con la
suplementacion oral poseen practicidad de manejo y evitan las interferencias a nivel digestivo
(Costa et al., 1999, 2003); pueden ser administrados en el momento preciso o de mayores
demandas de los animales como por ejemplo durante el ultimo tercio de la gestacion y en épocas de
sequias; no producen dafio en el lugar de aplicacion, tienen un satisfactorio almacenamiento
hepatico de la dosis administrada y margen de seguridad aceptable entre la dosis terapéutica y la
dosis toxica (Radostits et al., 2000).

Para prevenir y curar la hipocuprosis en las zonas ganaderas afectadas se han introducido en el
mercado diferentes farmacos inyectables de Cu, el tratamiento de esta carencia en terneros con Cu
parenteral ha aumentado la cupremia, las ganancias de peso diarias y los pesos al destete (Viejo y
Casaro, 1993); también, se ha comprobado bajo condiciones experimentales, que esta terapéutica
logra mantener una reserva hepatica de Cu elevada durante un periodo prolongado (Minatel et al.,
1998).

En novillas de primer servicio, el tratamiento con Cu inyectable aumento el indice de gestaciones al
compararlo con respecto a las testigos (Ricciardino et al., 1998); con esta terapéutica 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 nimeros
de celos, mejores tasas de servicio por concepcion y elevacion en los porcentajes de prefiez (Brem
etal., 2002).

En el ganado bovino lechero la administracion parenteral de Cu redujo los intervalos parto-primer

servicios, parto-concepcion e intervalo parto-parto (Walter y Marro, 2003; Black y French, 2004),



no obstante los resultados expuestos anteriormente, se desconoce la influencia que pudiera tener la
suplementacion del Cu por via parenteral sobre el comportamiento reproductivo en animales
normocuprémicos, el nivel Optimo de cupremia para que las hembras bovinas puedan manifestar
una adecuada eficiencia reproductiva y los limites critico para obtener una respuesta beneficiosa
con la suplementacién cuprica, que indiquen los valores de Cu séricos hasta donde se debe
suplementar este mineral en la especie bovina en nuestras condiciones; tampoco ha sido evaluado
el nivel de proteccion que brinda el tratamiento con Cu inyectable para los trastornos
reproductivos. Estas consideraciones hacen necesaria la realizacion del estudio dirigido a
puntualizar estos aspectos para maximizar la eficacia de los tratamientos de esta enfermedad

carencial.

Por ello la hipétesis en que se sustenta este trabajo es la siguiente:

Existe una relacion entre los niveles de Cu séricos y los indicadores reproductivos de la hembra
bovina en determinado rango de cupremia que permite emplear la suplementacion clprica por via
parenteral en animales considerados hipo y normocuprémicos con eficacia sobre el

comportamiento reproductivo.

Objetivo general:
Determinar la relacion entre los valores de la cupremia y los indicadores reproductivos de la
hembra bovina y el efecto de la suplementacion parenteral del Cu sobre el comportamiento

reproductivo en animales hipo y normocuprémicos.

Objetivos especificos.
1. Evaluar el contenido de Cu en suelo, pastos, suero sanguineo y tejido hepatico de las
hembras bovinas lecheras y los indicadores reproductivos en vaquerias de la zona centro

sur de la provincia Villa Clara.

2. Determinar la dosis parenteral de Cu que restablezca las concentraciones séricas y hepaticas
en animales hipocuprémicos sin provocar efectos toxicos sobre el higado ni residualidad en

la leche.



Demostrar si existe correlacion entre los valores de la cupremia y los indicadores

reproductivos de las hembras bovinas con cupremia espontdnea e inducida.

Determinar la influencia de la aplicacion parenteral de la dosis minima eficaz de Cu sobre
el comportamiento reproductivo de las hembras bovinas ciclicas y anéstricas, tanto hipo

como normocupremicas.



Capitulo 1: Revision bibliogréafica.
1.1: Importancia y control de la eficiencia reproductiva.

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 produccion de leche por dia de vida rebafio, aumentar el
nimero de terneros por vaca, disminuir los costos asociados con el mantenimiento de vacas secas,
los costos de la inseminacion artificial (IA) 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 andlisis 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 desempeiio reproductivo y
productivo de los rebafios objeto de estudio. (Blanco, 1998).

La primera valoracién que debe efectuarse es la del estado reproductivo del rebafio, que aprecia el
resultado final del proceso reproductivo, es decir evalia en buena medida la eficacia de las
acciones desarrolladas en la alimentacion, manejo reproductivo y la asistencia veterinaria, unido a
los principales indicadores. Un rebafio eficiente debe poseer mas del 50 % de las vacas gestantes, el
25 % inseminadas, el 20 % recentinas y menos del 5 % de vacias (Grant y Keown, 1997; Blanco,

2000).

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

Existen numerosos parametros que al considerar aspectos parciales del ciclo reproductivo de la
vaca, permiten evaluar el desempefo reproductivo del conjunto, debiéndose utilizar los mas
eficaces y de menor complejidad para su obtencion o calculo (Visentini, 2000)

A nivel mundial se postulan y publican los listados de los indices reproductivos mas comunes
(tabla 1.2.1) y sus valores 0ptimos, en muchas ocasiones sobre bases ideales, pues muchas veces
constituyen objetivos o aspiraciones que deben ser atemperadas a las realidades concretas de las
razas, region geografica, sistema de explotacion, clima, época del afo, entre otros factores; entre

los indicadores mas usados se encuentran: el intervalo parto-parto (IPP), el intervalo parto-primer



servicio (IPPS), el intervalo parto-gestacion (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).

Tabla 1.2.1 Indices reproductivos mas comunes y sus valores optimos bajo condiciones
ideales (Wattiaux, 1996).

indice reproductivo. Valor optimo. Valor con
problema.
Promedio de dias al primer celo observado. <40 dias. >60 dias.
Intervalo parto primer servicio. 45 - 60 dias. >60 dias.
Dias abiertos o periodo parto-concepcion. 85-110 dias. >140 dias.
Intervalo entre partos. 12.5 - 13 meses. > 14 meses.
Servicios por concepcion. <1.7. >2.5.
Indice de concepcion al ler servicio en novillas. 65 - 70%. <60%.
Indice de concepcién al ler servicio en vacas. 50 - 60%. <40%.
Vacas que conciben con menos de 3 servicios. >90%. <90%.
Vacas vacias o abiertas por mas de 120 dias. <10%. >15%.
Duracién del periodo seco. 50 - 60 dias. <45 o0 >70 dias.
Promedio de edad al primer parto. 24 meses. <24 0 >30 meses.
Porcentaje de abortos. <5%. >10%.
Porcentaje de eliminacidn por infertilidad. <10%. >10%.

Se ha sugerido el uso de otros indices reproductivos tales como: produccion de leche por dia de
intervalo entre partos, indice de fertilidad, porcentaje de eliminacion de vacas por problemas
reproductivos e indice de no retorno (Gallego, 1998). Aunque se resumieron los indicadores mas
usados en el mundo, no significa que se presentaran en su totalidad, ni que todos deban ser usados

al hacer la evaluacion de la eficiencia reproductiva de un rebafio (Blanco, 2000).

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

La vaca productora de leche es el organismo mas eficiente en la produccion de nutrientes para el
hombre; es, entre los rumiantes, la que muestra mayor tasa de sintesis de producto y sobre la cual
existe una marcada presion de seleccion para aumentar su potencial de produccién, esto ha
conducido a desarrollar un animal altamente susceptible a las influencias ambientales,
nutricionales, infecciosas, etc., que pueden alterar su actividad reproductiva (Gallego, 1998).

Uno de los principales factores que limitan la productividad del ganado en climas calidos es la

nutricion. La malnutricién aguda o crénica afecta primero al sistema reproductivo, de aqui que los



problemas de infertilidad y subfertilidad estén generalmente asociados a las carencias cualitativas o

cuantitativas de los alimentos (Pedroso et al., 2003).

1.3.1 Deficiencias de proteinas y energia.

El efecto de la alimentacion proteica sobre la reproduccion es amplio, complejo y muy cuestionado
en los ultimos afios. La GnRH, FSH y LH son de origen proteico; de igual forma, los aminoécidos
son esenciales para la supervivencia y transporte de los gametos, la nutricion del embrion y el
desarrollo fetal (Cappa, 1993). Las vacas con deficiencia de aminoécidos pueden tener un retardo
en la primera ovulacion y la primera inseminacion (Ferguson y Chalupa, 1989).

El efecto negativo de los niveles altos de proteina en la dieta sobre la reproduccion ha sido
explicado mediante su efecto toxico y el efecto sobre el balance y la utilizacion de la energia. El
efecto toxico se manifiesta sobre la capacidad de fertilizacion de los gametos y la supervivencia del
embrion. Los niveles elevados de proteina bruta en la dieta (>19%) aparentemente no tienen gran
impacto sobre la actividad ovarica sin embargo, se ha comprobado que produce degeneracion y
pobre desarrollo del embrion y mortalidad embrionaria (Butler, 1998).

Como el metabolismo y utilizacion de la proteina de la dieta dependen de la disponibilidad de
energia, los efectos de alimentar con dietas altas en proteina, que se sobreponen a los efectos del
BEN, representan otra importante interaccion de la nutricion con el comportamiento reproductivo
de vacas lecheras (Butler, 2000b).

Los efectos sobre el balance y la eficiencia de utilizacion de la energia provocan los trastornos de
las funciones del eje hipotalamo, hip6fisis ovario, mediante su accion sobre la secrecion y el efecto
sobre la amplitud y frecuencia de los pulsos de la hormona LH, lo que puede causar alteraciones en
el crecimiento, el desarrollo de los foliculos ovaricos y la disminucién de la produccion de
progesterona por el cuerpo luteo (Soderman et al., 1987).

Los requerimientos nutricionales cambian abruptamente en el parto con el rapido aumento de la
produccion de leche y la entrada de las vacas en BEN. La severidad y duracion del BEN esta
primariamente relacionada con el consumo de materia seca, el cual a su vez esta asociado con la
condicion corporal en el momento del parto. El BEN durante las primeras 3-4 semanas posparto
estd altamente correlacionado con los dias a la primera ovulacion. Asi, un pequefio retraso en la
primera ovulacion esta positivamente asociado con un incremento del periodo de servicio. Es por

esto que la duracion del intervalo entre el parto y la primera ovulacion representa una importante



interaccion de la condicion energética del animal con su comportamiento reproductivo (Butler,
2000Db).

El primer efecto de las deficiencias y alteraciones del aporte de energia sobre el control endocrino
de la reproduccion es el decrecimiento de la liberacion pulsatil de GnRH y de LH durante la fase
folicular, la baja producciéon de progesterona por el cuerpo luteo y el incremento de la sensibilidad
de la hipofisis al efecto del feed back negativo de los estrogenos (Butler, 2000a).

Se ha observado también un decrecimiento en las concentraciones plasmaticas de la glucosa, la
insulina, ciertos aminoacidos y la elevacion de los AGL, durante el inicio de la actividad
reproductiva después del parto, el incremento en la eliminacion de progesterona, debido a un alto
consumo de energia o proteina en la dieta, puede combinarse con los efectos secundarios del BEN,
lo que conlleva menores concentraciones de progesterona en el plasma y una reduccion de la
fertilidad (Butler, 2000b).

Estos fendmenos fisiopatoldgicos pueden ser parte del mecanismo mediante el cual las deficiencias
en el nivel de la energia en la dieta pueden ser causa de retrasos de la aparicion de la pubertad, el
anestro posparto, los trastornos de la ovulacion y el desarrollo folicular, el sindrome de repeticiones
del celo y a la disminucion en la tasa de respuesta a los tratamientos de induccion y sincronizacion

del celo (Pedroso, 2003).

1.3.2: Condicion corporal

La condicion corporal (CC) es un método adecuado para evaluar el estado de reservas energéticas
corporales en los vacunos, existiendo correlacion entre la misma y el comportamiento
reproductivo; las vacas que no son capaces de mantener una condicién corporal adecuada al parto,
sufren un alargamiento significativo del periodo parto primer celo motivado por una disminucion en la
capacidad de liberar la LH por la hipofisis anterior (Pedroso y Roller, 2004). Esta metodologia
constituye una herramienta muy util y practica, y tiene un nivel de precision que asegura la
adopcion, con cierto margen de seguridad, de medidas encaminadas a corregir las practicas de
manejo y alimentacion del rebafio (Cuesta et al., 2003).

Las vacas con CC al parto inferior a 2,5 presentan inhibiciéon de los pulsos hipotaldmicos de
GnRH, lo que determina una disminucién en la liberacion de LH por la hipdfisis y poseen ovarios

con un peso menor y un cuerpo luteo mas pequefio (Pedroso, 2002).



1.3.4: Deficiencias de la nutricion mineral.

Las alteraciones del metabolismo mineral no presentan signos clinicos especificos por lo cual
varios disturbios reproductivos pueden estar asociados a un mismo estado de deficiencia mineral
(Gonzalez et al., 1988). Se ha observado en rebafios bovinos con deterioro manifiesto en su
capacidad reproductiva con una dieta aparentemente adecuada, alteraciones del metabolismo
mineral (Garcia y Cuesta, 2004).

Los principales elementos minerales de importancia para el proceso reproductivo son: Ca, P, Mg,
Cu, Zn, I, Mn y Se; en vacas lecheras en condiciones de pastoreo, donde la mayor parte de los
pastos no son capaces de suplir los requerimientos minerales, existe una situacion delicada en la
nutricion mineral especialmente en los microelementos; fundamentalmente de Cu, segunda

deficiencia a nivel mundial (McDowell, 2005).

1.4: Diagnostico bioquimico de las enfermedades metabdlicas y carenciales.

En varios paises se ha extendido el uso de los perfiles metabolicos como método de diagndstico de
las enfermedades metabolicas y carenciales que afectan la reproduccion (Gonzalez, 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 subclinicos de ciertas entidades nosoldgicas que afectan la
reproduccién 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-basico;
funcion del higado; estado del metabolismo proteico y de la energia de la dieta (Bouda et al.,
2005).

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

El diagnéstico de los desequilibrios en la alimentacion mineral incluye los cambios patologicos, 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 produccion es recomendable hacer un diagndstico del estado mineral del
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ganado porque los animales tienen como base de la alimentacion el pasto y los forrajes (Pedroso,
2005).

1.5: Incidencia de la deficiencia de Cu en el mundo y en Cuba.

En varios paises, diferentes investigaciones han demostrado la presentacion de hipocupremia en
rumiantes, considerandose la segunda carencia mineral mas frecuente en bovinos en pastoreo en el
mundo, después de la de fosforo (Underwood y Suttle, 2001; Picco et al., 2004).

La hipocuprosis ha sido reportada en muchos de los principales paises productores de ganado
bovino en diferentes continentes, entre cllos: Gran Bretana, Holanda, Escocia, Nueva Zelanda,
Canada, Australia y Estados Unidos (Grace et al., 2001; McDowell, 2004).

En la Republica Checa esta ampliamente distribuida en los rebafos bovinos lecheros (Pavlata et al.,
2005). Estos autores diagnosticaron la deficiencia de Cu en el 28% de las vacas lecheras
examinadas, el 70% de terneros, el 65% de las novillas y el 70% de toros. Mas recientemente en
rebanos de carne de este pais se han diagnosticados valores de cupremia indicativos de la
deficiencia de Cu en altas proporciones de novillas y vacas (Slavik et al., 2006)

Esta carencia mineral estd ampliamente distribuida en América Latina, reportdindose en Argentina
(Titarelli et al., 1997; Pico et al., 2004); Uruguay (Ricciardino et al., 1997); en varios estados de
Brasil (Da silva et al., 1999) y en México (Avila et al., 1997; Hernandez, 2006).

La deficiencia de Cu en bovinos lecheros ha sido reportada en varias empresas de Cuba, asociada a
trastornos reproductivos (Gonzélez, 1982), mas tarde en la region central de Cuba, se diagnostico
un elevado niimero de animales con bajos tenores de Cu en suero sanguineo y tejido hepatico; en
especial en este ultimo donde se reportaron como promedio 25 ppm; en dichos rebafos las
manifestaciones carenciales mas evidentes estaban relacionadas con el fallo reproductivo
(Gonzalez et al., 1984).

En rebafios bovinos lecheros con una alta proporcion de hembras vacias, anéstros, repeticion de
servicio y retenciones de placentas, el 30% de los animales investigados presentaban hipocupremia
(Pedroso et al., 1984), situacion similar fue reportada mas tarde en rebafios de carne de la raza
Santa Gertrudis (Pedroso et al., 1985).

En terneros de 25 a 30 dias de edad, con alimentacion a base de concentrados; yogur y heno se
encontraron valores entre 15.07 y 16.95 umol/L (Mayari y Colomé, 1986). Situacion similar fue
reportada en la zona occidental, donde se diagnosticaron valores normales de cupremia

(Margolles et al., 1987 a). En la zona oriental se reportaron valores medios de cupremia de 11,82
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umol/L y una alta proporcion de animales deficientes, con un pobre comportamiento reproductivo
(Margolles et al., 1988).

Posteriormente se reportd la deficiencia de Cu en las hembras bovinas (11 pmol/L), no
encontrandose diferencias significativas (p < 0.05) entre gestantes y vacias en la época de lluvia; en
cambio en el periodo seco si hubo diferencias significativas (p < 0.05) a favor de las vacias, 12.40
pmol/L contra 10.04 pmol/L en las gestantes (Gonzalez et al., 1987).

Se han reportado diferencias significativas (p < 0.001) en las concentraciones de Cu en los
animales atendiendo a la época del afio, en el periodo lluvioso los valores de la cupremia eran
superiores (16.48 umol/L) que en el periodo poco lluvioso (11.93 umol/L); aunque el promedio
animal fue de 13.34 umol/L (Pedroso et al., 1987).

Tarrero et al. (1988), reportaron la hipocuprosis en el 50% de los animales investigados en rebafios
con pobre desempeno reproductivo. La suplementacion mineral con sales enriquecidas con Cu
aument6 las concentraciones séricas hasta 11.77 pmol/L (limite inferior) y demostraron la mayor
biodisponibilidad del CuSO4 con respecto al CuO; de igual modo la suplementacion aument6 las
concentraciones de Cu hepatico entre 350 — 370 ppm con el 6xido y entre 370- 398 ppm con el
sulfato, en ambos casos sin manifestaciones de toxicidad.

Mas recientemente la deficiencia de Cu ha sido reportada en las provincias orientales (Fajardo et
al., 2004), y en la region central de Cuba donde se diagnosticaron el 90% de los animales con

hipocupremia (Garcia y Cuesta, 2004).

1.6: Relacién de la hipocuprosis con los trastornos reproductivos.

Numerosas investigaciones desarrolladas en Cuba en los ultimos afios demuestran que rebafios
bovinos con un deterioro manifiesto en su capacidad reproductiva presentan alteraciones del
metabolismo mineral y en especial del Cu (Pedroso et al., 1996; Garcia y Cuesta, 2004; Garcia et
al., 2005). Esta situacion coincide con la reportada en diferentes regiones del mundo (Royal et al.,
2000; Kendall et al., 2001).

Se ha sugerido que la hipocuprosis se encuentra estrechamente relacionada con trastornos funcionales
reproductivos, retardo en la involucion del Utero, abortos, repeticion del celo y retardo en la aparicion
de la pubertad, anestros y en casos extremos esterilidad (Pedroso y Roller, 1997; Pedroso, 2002).

Se han informado bajas proporciones de concepcion, ciclos anaovulatorios y anéstros con una

amplitud mas baja, reducido pico de LH y una reducciéon (P <0.05) en los niimeros y la frecuencia
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de pulsos de LH en ganado con deficiencia de Cu al compararlo con animales normocuprémicos
(Phillippo et al. 1987; Xin et al., 1993). Se sugiere que el Cu esta relacionado con la sintesis y
secrecion de las hormonas hipofisiarias, modulando la capacidad de liberacion de la hormona
luteinizante (LH), por lo cual se cree que la subfertilidad, infertilidad y esterilidad son debidas a
bajos niveles o inhibicion en la sintesis de hormonas gonadotroficas (Corbellini, 1998) y a la
importancia de este elemento en la reduccion del estrés oxidativo a nivel ovarico (Bach, 2002).
Aunque no se han identificado con exactitud los mecanismos de accion por los que el estado de
Cu en el organismo afecta la reproduccion (Ahola et al., 2005).

Ya desde muy temprano se demostré que la administracion de Cu indujo la ovulaciéon en los
conejos (Suzuki y Bialy, 1964); mas recientemente, la administracion de GnRH en ratas con
tenores normales de Cu, aument6 la liberacion de LH y FSH hipofisiarias, en comparacion con las
hipocuprémicas (Kochman et al., 1992); posteriormente se demostro, que en ratas deficientes en Cu
se produjo una reduccion en los picos de hormona foliculo estimulante y la secrecioén de estrogenos
(Igarza et al., 1996); por lo que se piensa que posiblemente el Cu estimula los receptores de GnRH
en la hipofisis facilitando su accion (Kochman et al., 1997).

La adicion de tiomolibdatos puede inhibir la secrecion de estradiol ovdrico, esto tiene un efecto
directo en el desarrollo del foliculo preovulatorio y juega un papel importante en el transporte del
gameto controlando y preparando al utero para la implantacion, de ahi que aun cuando la ovulacion
ocurra la tasa de fertilidad probablemente serd dafiada si la produccion del estradiol preovulatorio
no es optima (Hafez, 1996). En los rumiantes, el foliculo dominante es la fuente de mas de 96% de
la secrecion del estradiol del ovario y el pico de estradiol del foliculo preovulatorio es el signo
endocrino responsable para la induccion del estro (Du Plessis et al., 1999 a y b). Por consiguiente,
la interferencia en el desarrollo normal de este foliculo podrian perturbar el estro y la ovulacién en
diferentes magnitudes (Slee et al., 2001).

Se ha reportado la presentacion de anéstros en ovejas alimentadas con altas concentraciones de Mo
y S (Du Plessis et al., 1999a), en ésta situacion los ovarios estan reducidos de tamafio y tienen una
respuesta disminuida a la superovulacion (Du Plessis et al., 1999b).

El problema de la subfertilidad asociada a la deficiencia de Cu inducida por Mo no se ha
esclarecido aun, sin embargo se ha demostrado que los animales responden positivamente al

tratamiento con Cu (Black y French, 2004).
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Por su parte Mackenzie et al. (2001), demostraron que el tratamiento con Cu redujo las
inseminaciones por concepcidon de 2.5 a 1.7 para el grupo control y el tratado respectivamente.
Ademas la adicion de un suplemento Cu en animales con subfertilidad y con perturbacion del
modelo normal de crecimiento de foliculo preovulatorio tiene un efecto beneficioso ya que este es
mediado por la actividad de la enzima Cu dependiente Lisil oxidasa (Kendall et al., 2003).

Las vacas con hipocuprosis no mantienen una condicion corporal adecuada y en el puerperio sufren
un alargamiento significativo del periodo parto primer celo, ademés liberan menos LH posterior a
la estimulacion exdgena con GnRH comparadas con aquellas vacas que son capaces de mantener su
condicion corporal (Pedroso, 2002).

Ademas el fallo reproductivo en esta deficiencia puede atribuirse a que provoca inmunosupresion
en los animales y relacionadas con esta, retenciones placentarias, metritis y mastitis (Del Pino,
2000). Se ha demostrado el efecto negativo de estas patologias sobre el sistema reproductor
manifestado por ausencia de estros y de la libido sexual, lo que conduce a un aumento en el nimero
de dias abiertos (Borsberry y Dobson, 1989), aumento de los dias al primer servicio, y una
reduccion en por ciento de concepcion al primer servicio (Fourichon et al., 2000).

Por otro lado, Martinez y Sénchez (1999), plantearon que el Cu influye sobre la reproduccion
debido a que interviene en la conversion enzimatica de los precursores a vitamina A y en la
actividad de las enzimas antioxidantes. Se ha reportado una fuerte correlacion entre las
concentraciones de vitamina A y las concentraciones de Cu en el organismo (Sharma et al., 2003)
La deficiencia de Cu ademas de tener efectos directos sobre la produccion hormonal, integridad del
tracto reproductor y funcion ovarica provoca muerte embrionaria con la consiguiente repeticion de
servicio (Howard et al., 2001).

Los datos registrados en bovinos son inconsistentes, ya que experimentalmente no se ha
demostrado el mecanismo exacto por el cual el Cu actia sobre el comportamiento reproductivo; sin
embargo la suplementacion clprica en areas de produccion afectadas por la carencia de este
mineral contribuy6 a mejorar la fertilidad y productividad de esta especie en nuestro pais (Tarrero

et al., 1988; Pedroso et al., 1991; Ruiz et al., 1995).
1.7: Otras manifestaciones carenciales asociadas a la hipocuprosis.

Aunque se ha sefialado a los problemas reproductivos como la principal manifestacion de la

hipocuprosis en animales adultos (Quiroz-Rocha y Bouda, 2000). En el bovino se han descrito gran
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cantidad de manifestaciones clinicas asociadas a la deficiencia de Cu (Huang y Liu, 2001), por lo
que afecta severamente los sistemas de produccion y la salud animal (McDowell, 2003).

Los sintomas se presentan en animales desde los dos o tres meses hasta los tres afios principalmente
y cualquiera sea el grado de la lesion, se produce un grave deterioro econdomico por el atraso en la
crianza, los descartes y muertes (McDowell, 2004).

La anemia se presenta en casi todas las especies con hipocuprosis severa, reportandose valores de
hemoglobina entre 50 y 80g/L en los animales afectados, sin embargo es poco frecuente en bovinos
(Radostits et al., 2000; Cardoso et al., 2001). La causa de la anemia se relaciona con la menor
actividad ferroxidasa de la Cp, lo cual concuerda con un aumento en la concentracion hepatica de
Fe (McKie et al., 2001; Thomas y Oates, 2003). Otra causa puede ser la reduccion de la vida media
de los eritrocitos debido a la disminucién en la actividad de la SOD eritrocitaria durante la
hipocuprosis (West y Prohaska, 2004; Reeves et al., 2005).

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 hipocromica, similar a la ferropénica, esto destaca la
importancia del Cu en la absorcion y transporte del Fe (Reeves y DeMars, 2005).

La deficiencia de Cu provoca lesiones esqueléticas; a veces acompafiada de lisis en las epifisis,
exostosis y cambios bioquimicos, observandose concentraciones mas bajas de lo normal en el
fémur y fracturas de costillas con evidencias de osteoporosis, endurecimiento de articulaciones,
disminucioén de la actividad osteoblastica, con actividad osteoclastica normal y a nivel epifisiario se
observa osificacion demorada del cartilago calcificado, adelgazamiento cortical, deficiencia del
hueso trabecular y produce ufias blandas y alteradas (Majak et al., 2004).

La lesion bioquimica primaria a nivel 6seo es probablemente debido la menor actividad de la
enzima lisil oxidasa, esta enzima es responsable de formar las cadenas polipeptidicas de colageno,
el cual es importante para una adecuada conformacion del cartilago y del hueso (Kendall et al.,
2003).

El Cu es necesario en la sintesis de la tirosinasa, enzima utilizada en la transformacion de la
tirosina en melanina y dopamina, ademas esta enzima es necesaria para realizar la transformacion
de grupo sulfhidrilo a disulfuro que presenta la queratina (Ward et al., 1996). Por lo que los
animales con hipocuprosis manifiestan despigmentacion del pelo, en forma caracteristica alrededor
del ojo (anteojeras), en un padecimiento conocido por acromotriquia y pelajes de color negro se

tornan rojizos, mientras que pelajes rojos adquieren un aspecto amarillento (Tessman et al., 2001).
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En borregos recién nacidos de madres con hipocuprosis cronica se describe la ataxia enzootica, el
mecanismo por el cual se produce la misma se explica porque al estar disminuida la actividad
citocromo oxidasa, la sintesis de fosfolipidos es inadecuada y éstos son esenciales para la apropiada
formacion de mielina a nivel de sistema nervioso central (Wilson y Grace, 2002).

En corderos de razas y lineas genéticas mas sensibles, la hipocuprosis aumentd el niumero de
muertes por infecciones (Jones y Suttle, 1981). En animales experimentales cuprodeficientes se ha
comprobado que la carencia tiene un profundo efecto sobre la morfologia del timo y el bazo; con
disminucioén en la actividad del sistema reticulo-endotelial, lo que sugiere que la lesion bioquimica
responsable de este efecto seria la disminucién de la SOD, la cual produce incremento de la
peroxidacion lipidica celular (Gersliwin et al., 1988). Posteriormente, trabajos experimentales en
bovinos con hipocuprosis inducida demostraron que ésta se asocia con linfopenia, especialmente
del grupo B, monocitosis y disminucién de la capacidad fagocitica y litica de los neutréfilos
(Cerone et al., 2000 b).

La deficiencia de Cu afecta a las células T y B, los neutrofilos y los macréfagos y por lo tanto la
produccion de anticuerpos (NRC, 2001). Durante la misma disminuye la actividad de enzimas Cu
dependientes como la citocromo oxidasa, que es necesaria para la actividad fagocitica y de la
SOD, lo que reduce la vida media de los leucocitos al ser estas células dependientes de esta enzima
y todo ello causa predisposicion a enfermedades infecciosas y virales (Wright et al., 2000; Carrera
et al., 2000); afectando negativamente al sistema inmunologico del animal y con ello la capacidad
de respuesta a la infeccion (Spears, 2003; Scaletti et al., 2003).

La hipocuprosis se manifiesta también por mala cicatrizacion de las heridas, fibrosis miocardica,
cirrosis del higado y predisposicion en los animales la aparicion de paratuberculosis (Perea et al,
2002)

La diarrea es frecuentemente observada en hipocuprosis, principalmente en la deficiencia
secundaria por exceso de Mo, sefialindose dos mecanismos generales de esta alteracion; el primero
constituye una atrofia acinar pancreatica debida a la excesiva peroxidaciéon de los lipidos de
membrana y la infiltracion de proteasas séricas y el segundo representa una alteracion en la
conformacion de la mucosa intestinal (Suttle, 2002).

La lisil oxidasa participa en la conformacion de coladgeno y elastasa, su deficiencia causa una mala
conformacion del tejido; ademds la disminucion de citocromo oxidasa promueve la atrofia de

vellosidades (Gay et al., 1988).
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Tessman et al. (2001), han sefialado entre los sintomas clinicos de la carencia a las afecciones
cardiovasculares y las crisis hemoliticas. Las primeras porque al disminuir las concentraciones de
dopamina y particularmente de noradrenalina, el endotelio vascular y cardiaco se afectan; ademas,
la disminucién de colageno dificulta el buen funcionamiento de los vasos sanguineos con las
consiguientes alteraciones cardiovasculares (Smith, 2003) y las segundas, caracterizadas por un
cuadro semejante a la hemoglobinuria posparto, motivada por la deficiencia de SOD, necesaria
para la maduracion del eritrocito y su consecuente destruccion prematura y a la afectacion de la
membrana eritrocitica que provoca lisis por activacion esplénica (Gooneratne et al., 1989). En estas
alteraciones también juega un papel preponderante el colesterol sérico, que aumenta en relacion
con un déficit de Cu (Engle et al., 2001; Loste et al., 2001).

Se ha encontrado una relacion estrecha entre la hipocuremia y la incidencia de tlcera abomasal en
terneros; aun no se conoce con precision la patogenia, se ha sugerido que al disminuir la
inmunidad, existe proliferacion de microflora oportunista, incluido el Clostridium perfringens,
unido a un éxtasis ruminal e intestinal generado por los defectos en la produccion de elastina y
colageno (Gooneratne et al., 1989).

Swenson y Reece (1993), han descrito la Polioencefalomalacia y plantean que esta se produce
debido a que las bajas concentraciones de Cu afectan el metabolismo normal de la tiamina, porque
se producen analogos de la tiaminasa, los cuales bloquean la oxidacion del piruvato.

Por su parte Suttle (1986) y Garcia y Cuesta (2004), han diagnosticado la hipocuprosis
correlacionada con el bajo indice de condicion corporal y fallas en el crecimiento, consecuentes a
las diferentes alteraciones antes descritas.

La muerte subita es otra manifestacion de esta carencia mineral y se piensa que es la suma de los
factores anteriores, pero en forma particular se atribuye una falla cardiaca como la causa mas

importante (Mertz y Davis, 1987).

1.8: Importancia del Cu para el organismo.

El Cu forma parte integral del sistema citocromo, es parte estructural de las enzimas Cu-superoxido
dismutasa (CuSOD), CuZn-superdxido dismutasa (CuZnSOD), ceruloplasmina (Cp), citocromo
oxidasa, tirosinasa (polifelin oxidasa), acido ascoérbico oxidasa, monoamina oxidasa plasmatica,
lisil oxidasa y uricasa dependiente de Cu; por lo que cumple funciones esenciales en la respiracion

celular, proteccion contra el radical superdxido, metabolismo de aminoécidos, formacion de
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melanina, sintesis de colageno, elastina, sintesis neurohumoral y tejido adiposo (Cerone et al., 2000
a; Kehoe et al., 2000). En los rumiantes, en particular en bovinos, se ha descrito la presentacion de
efectos adversos por deficiencias de Cu, asi como por intoxicacion (Blakley et al., 2000).

Ademas, el Cu, es indispensable para los procesos digestivos a nivel ruminal y las bacterias y
protozoos presentes en el rumen para lograr un O6ptimo crecimiento y reproduccion (Barboza y
Blake, 2001); por lo que representa un mineral esencial para el organismo de los animales (Pandit y
Bhave, 2002; Harris, 2003).

La lisil oxidasa es una enzima que es necesaria para la elaboracion del coldgeno, material fibroso
de la pezufia y huesos; la misma se encarga de producir la desaminacion oxidativa de residuos de
lisina en las fibras de coldgeno y elastina; lo que permite la formacion de puentes cruzados en el
colageno y la elastina, que otorgan la resistencia mecanica y las caracteristicas funcionales de estas
fibras; de ahi que en la deficiencia cuprica se presenten las claudicaciones y la marcha dificultosa
y lenta (Rucker et al., 1998; Slee et al., 2001).

La Cp es una globulina Cu dependiente sintetizada en el higado, cuyas funciones principales son el
transporte de Cu desde el higado a los tejidos, accion antioxidante, modulacion de la respuesta
inflamatoria como proteina de fase aguda en infecciones o estrés, oxidacion de aminas aromaticas,
oxidacion del Fe™ para que éste pueda ser transportado hasta los tejidos hematopoyéticos por la
transferritina, absorcion de Fe en el intestino delgado y la sintesis de hemoglobina (Hellman y
Gitlin, 2002).

La SOD es una metaloenzima ampliamente distribuida por el organismo, es importante como
antioxidante plasmatico, actuando ademas como principal antioxidante intracelular. Su funcién es
inactivar los iones superoxidos con la produccion de peroxido de hidrogeno y oxigeno, que luego
es inactivado por las enzimas catalasa y glutation peroxidasa (Culotta et al., 1997).

La tirosinasa participa en la oxidacion del aminoécido tirosina, paso metabdlico involucrado en la
formacion de melanina. Por ello, la deficiencia de Cu provoca alteraciones del pelaje y la ausencia
congénita de esta enzima causa albinismo (Blanco, 1989)

La citocromo-c-oxidasa posee dos dtomos de Cu ademas de dos grupos hemo con sus respectivos
atomos de Fe (Lippard, 1999), representa la enzima terminal de la cadena respiratoria y cataliza la
transferencia de 4 electrones al O, para formar dos moléculas de agua y ATP (Rentzsch et al.,
1999); por su ubicuidad y funcion para la obtencion de energia hacen que esta enzima sea vital para

el organismo (Gebhard et al., 2001; Heron et al., 2001)
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Las monoamino oxidasas, de las que se han identificado varios tipos en el organismo, estan
ubicadas en la membrana mitocondrial externa y se encargan de producir la desaminacion oxidativa
de diversas monoaminas como adrenalina, noradrenalina, tiramina, triptamina y serotonina

(Dickinson et al., 2000; Hiser et al., 2000).

1.9: Metabolismo del Cu.

1.9.1: Absorcién del Cu.

La absorcion del Cu presenta diferencias entre las especies domésticas, existiendo variaciones
dentro de la misma especie, debido entre otros factores a la disponibilidad de Cu, la edad, la raza, la
forma quimica del mismo o variaciones individuales (Du et al., 1996); estos autores plantean que
los animales jovenes tienen una capacidad de absorcion mayor que los adultos y sus reservas son
mayores. La absorcion es generalmente superior para los compuestos organicos (Cao et al., 2000;
Pavlata et al., 2001).

Dentro de los compuestos inorgéanicos son mas facilmente absorbibles los hidroxidos, yoduros,
glutamatos, citratos, sulfatos y pirofosfatos que los 6xidos, el Cu metalico y los compuestos de Cu
no hidrosolubles (Gooneratne et al., 1989).

1 ,
, ¢l cual es mas

El ambiente reductor del rumen produce, por un lado, la reduccion de Cu™ a Cu”
dificil de absorber y por otro lado, la formacion de sulfuros a partir de sulfatos, los que se
combinan con Cu para formar CuS, compuesto altamente insoluble que no puede ser absorbido
(Suttle, 2002); por lo que en los rumiantes el porcentaje de absorcion es menor que en los
mongastricos (Rosa y Mattioli, 2002). Segun estos autores la absorcion principal en los rumiantes
es al nivel de duodeno y yeyuno, en menor proporcion en ileon y es influida por el pH
(relativamente 4cido); principalmente mediante transporte activo, que es un mecanismo saturable y
por difusion simple, este ultimo, es un mecanismo insaturable (anexo 1).

La absorcion se efectiia en forma de iones Cu'™ a través del ribete en cepillo del enterocito que lo
deposita uniéndolo a metalotioneina (MT), una proteina con 25-30 % de cisteina en cuyos grupos
sulthidrilos (-SH;) liga metales (Cu, Zn, Cd, Hg); si bien todos ellos estimulan la produccion de de
este compuesto por el enterocito, la mayor estimulacion la realiza el Zn, el cual es desplazado por
el Cu que posee mayor afinidad por la enzima, quedando libre para estimular la sintesis de nueva

MT vy por tanto la cantidad de Cu que se absorbe depende de la cantidad de MT en las células de la

mucosa (Barboza y Blake, 2001). En consecuencia en el duodeno de bovinos la MT tendria dos
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funciones primordiales, la captacion y almacenaje temporal del Cu hasta su absorcion, y constituir
un mecanismo defensivo evitando la captacion de cantidades excesivas de Cu (Miles et al., 2000).
La capacidad méaxima de absorcion intestinal de aproximadamente 30% a 60%; sin embargo, gran
cantidad del elemento se secreta nuevamente por las heces y la orina, siendo absorbido y retenido
del 5 a 10 % del Cu ingerido (Gooneratne et al., 1994; Arthington y Pate, 2002).

Se han descrito variaciones en la capacidad de absorcion de Cu en diferentes razas de bovinos
(Suttle, 1986). Buckley (1991), estim6 una absorcion en vacas Holstein en lactacion del 5,1 +
1,5%. Debido a esta tasa de absorcion del Cu tan baja, las heces contienen grandes cantidades de
este microelemento (Swenson y Reece, 1993). Se ha reportado una mayor absorcion aparente del
mismo en novillos Angus que en Simmenthal, la cual podria deberse a una mayor excrecion biliar

de Cu en los tltimos (Gooneratne et al., 1994).

1.9.2: Elementos antagonistas de la absorcién del Cu.

El Cu es el microelemento que mas antagonistas posee con respecto a la absorcion; entre los mas
importantes se hayan las altas concentraciones de Mo, S, Fe, Ca, Cd, Zn, fitatos y acido ascorbico
(O'Connor et al., 2001; Telfer et al., 2004), aunque su principal antagonista es el Mo (McBride,
2005).

Cuando existen concentraciones elevadas de Mo, se presentan frecuentemente casos de
hipocuprosis, (McBride y Cherney, 2004). Esta interferencia es a nivel ruminal, las bacterias
presentes en la cdmara fermentativa tienen la capacidad de sintetizar compuestos denominados
tiomolibdatos a partir de Mo y S (Gooneratne et al., 1989); las proporciones de los mismos varian
entre monotiomolibdato (MoO3S, TM1), ditiomolibdato (MoO,S,, TM,), tritiomolibdato (MoOSs,
TM;) y tetratiomolibdato (MoS4, TM4) (Underwood y Suttle, 2001; Telfer et al., 2005).

Estos tiomolibdatos (TM) forman complejos con los 4&tomos de Cu libres sin utilidad metabdlica y
especialmente los TM3 y TM,, pueden ser absorbidos a través de la mucosa ruminal y duodenal.
Una vez en circulacion se unen a la albumina para ser transportados y en el torrente sanguineo
mantienen capacidad de enlace con el Cu, por lo que puede continuar su efecto de interferencia;
ademas el exceso de estos compuestos causa redistribucion del Cu dentro del hepatocito, favorece
la acumulacion de mismo en el rifion y promueve su eliminaciéon en la orina (Grace y Wilson,
2002). La relacion recomendada de Cu:Mo en la racion alimentaria se encuentra entre 3:1 y 6:1

(Telfer et al., 2004).
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El acido ascorbico ejerce su accion sobre el Cu interactuando con la MT, inhibiendo la formacion
de mercéaptidos e impidiendo la unién del Cu con la misma (Berger, 2000). El Zn causa
interferencia con la absorcion adecuada de Cu si se encuentran en grandes cantidades al interactuar
con Cu, impidiendo su absorcion intestinal (Grace y Wilson, 2002).

Smart et al. (1986), provocaron la deficiencia de Cu con una concentracion de S en el agua de 500
mg/L, a pesar de que la dieta poseia cantidades adecuadas de Cu (10 ppm) y buena relacion Cu:Mo
(4:1); este elemento por si solo puede interferir con la absorcion de Cu debido formacion de CuS
insolubles en el rumen y el abomaso, los cuales no pueden ser absorbidos, (Suttle, 1991). Otros
autores también han reportado la hipocuprosis asociada a excesos de S en la dieta (Pechin et al.,
1995).

El S también es un componente importante para la formacion de los TM, y es considerado como el
segundo mas importante antagonista del Cu, generalmente presente en la racion alimentaria en
forma de sulfatos (SO4) (Mcbride y Hale, 204).

El Fe es otro potente antagonista del Cu (Bremmer et al., 1987), el efecto del Fe sobre la absorcion
del Cu no esta bien estudiado, se supone que se forma FeS en el rumen, que se disuelve en el
abomaso formandose entonces CuS, que es insoluble (Gengelbach et al., 1994). 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).

Estudios desarrollados en Espafia demostraron que las concentraciones elevadas de Cd y Pb en el
suelo interfieren con el metabolismo de los microelementos, especialmente del Cu, Zn y Mn;
particularmente, los niveles de Cu en estas condiciones eran bajos y casi la mitad de los animales

mostraron deficiencias de Cu en tejido hepatico (Miranda et al., 2005).

1.9.3: Transporte y almacenamiento.

Una vez en la sangre (anexo 2), el Cu se adhiere en mayor cantidad a la albumina y en menor
proporcion a aminodcidos, especialmente la histidina, pudiendo permanecer en el plasma o penetrar
a los eritrocitos unido a los aminoacidos. Dentro de los eritrocitos, parte del Cu es contenido
dentro de un compartimiento libremente dializable, designado "pool 1abil", donde se sugiere que se
haya complejado con aminoacidos y en equilibrio con los complejos Cu-aminoacidos y Cu
albimina citados y el resto es asociado con la enzima Superdéxido Dismutasa (SOD), antes

conocida como eritrocupreina, que se halla en equilibrio con el pool 1abil. La fraccion dializable
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probablemente es necesaria para asegurar una adecuada provision de Cu para mantener la actividad
de la SOD. En esta forma queda disponible para algunos tejidos, entre ellos el corazon, rifion bazo,
encéfalo e higado; sin embargo, la mayor parte de éste es asimilada por el tejido hepatico
(Gooneratne et al. 1989; Harris, 1991) (anexo 3).

Una vez incorporado al hepatocito, el Cu se deposita en el citosol, unido a las enzimas,
principalmente la metalotioneina, proteina que es sintetizada en el mismo con funciones de
depdsito y de detoxificacion cuprica del higado; reteniendo al Cu en el hepatocito (Loeb y
Quimby, 1999) (anexo 4). Estd presente ademas en las mitocondrias para la formacion de
citocromo oxidasa y en los lisosomas, para ser utilizado en la sintesis de Cp, proteina responsable
del transporte de Cu hacia los tejidos y o6rganos donde sea requerido, representando del 70 al 95 %
del Cu sérico; o es excretado con la bilis; encontrandose ademas en menor grado distribuido todos
los organulos (Lopez-Alonso et al., 2005).

Los rumiantes en su mayoria tienen una alta capacidad de almacenaje de Cu en el higado,
exceptuando los ovinos, que tienen una predisposicion alta a sufrir intoxicacion con Cu; esto es
debido a su baja capacidad de sintesis de MT en higado (Miranda et al., 2000).

En el pelo se reportan como valores normales de Cu 6.6 — 10.4 ppm e indicativo de deficiencia

cuando este se encuentra entre 1.8 — 3.4 ppm (Radostits et al., 2000).

1.9.4: Excrecion del Cu.

Se ha registrado una pérdida diaria de Cu por la bilis del 0,87% del Cu hepatico en novillos
Friesian (Charmley et al., 1982), estos valores coinciden con los encontrados por Buckley (1991),
en vacas Holstein en lactacion. Por tal razon se considera que la excrecion del Cu se realiza
principalmente por via biliar hacia la luz intestinal, eliminandose la mayor cantidad de Cu a través
de las heces (Rosa y Mattioli, 2002). La excreciéon biliar de Cu se eleva al aumentar la
concentracion de Cu en la dieta y varia entre razas (Mullis et al., 2003).

Buckley (1991), registr6 una pérdida de Cu por la orina de 0,24 mg por dia en bovinos que
absorben 11,8 mg de Cu y Ward et al. (1996), informaron que la pérdida de Cu por esta via
representa alrededor del 1 % de Cu ingerido. Estos niveles de excrecion del Cu en la orina han sido

confirmados posteriormente en otro estudio (Saari, 2002).
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1.9.5: Transferencia del Cu al feto durante la gestacion.

Los terneros normalmente nacen con concentraciones hepaticas de aproximadamente 400 ppm,
comparado con las concentraciones de los bovinos adultos, de 200 ppm; e incluso hasta 300 ppm
mayor a la de su madre (Enjalbert et al., 2002). La concentracion hepatica de Cu en el feto depende
del periodo de gestacion, creciendo en forma exponencial, y de la concentracién hepatica de la
madre, por lo que cuando ésta es inferior a 25 ppm el depdsito hepatico fetal se reduce
significativamente (Rosa y Mattioli, 2002).

Durante la gestacion, la madre, transfiere al higado fetal una gran cantidad de Cu, este puede ser
determinante para la supervivencia de rumiantes jovenes de diferentes especies y podrian ser
limitado por las concentraciones bajas de Cu en el higado maternal, o en la dieta de la madre
durante la gestacion (Rombach et al., 2003).

La transferencia masiva de Cu al feto es posiblemente una adaptacion fisiologica para compensar la
baja concentracion de Cu en la leche, que oscila entre 2.8-3.2 umol/L, pudiendo disminuir en los
estados de deficiencia, siendo indicativo de la misma 0.17 — 0.34 pmol/L, pero no son
influenciadas por el aporte de Cu en la dieta o el producto empleado (Grace y Wilson, 2002;

Kraamar et al., 2003)

1.10: Etiologia de la deficiencia de Cu.

De forma general Ward et al. (1996), clasificaron la etiologia de la deficiencia de Cu en los
rumiantes en cuatro situaciones; primero, muy bajas concentraciones de Cu en el alimento, menos
de Sppm; segundo, niveles altos molibdeno (mas de 20 ppm); tercero, una relacion Cu:Mo en la
dieta de 2:1 o sea bajo Cu y significativos niveles de Mo y cuarto cuando existen tenores normales
de Cu y bajos de Mo, pero con altas proporciones de proteinas solubles en la racién provenientes
de pastos frescos; lo que incrementa la cantidad de sulfuros producidos en el rumen, y por tanto la
formacion de sulfuro de Cu que hace no biodisponible el oligoelemento.

Existen varios factores involucrados en la deficiencia de Cu en los rumiantes como son la
deficiencia del mismo en el alimento y la pobre absorcion causada por los antagonistas dietéticos,
estos inducen la hipocuprosis formando complejos insolubles de Cu, sobre todo en el tracto
digestivo; entre ellos, el Mo, S, Fe, Zn, y Ca que son antagonistas del Cu y constituyen la causa

mas comun de deficiencias secundarias de Cu en los rumiantes en produccion (Lugton, 2004).
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La principal causa de la carencia de Cu en el tropico y especificamente en Cuba es el insuficiente
aporte en la dieta. Los forrajes en las regiones tropicales presentan marcadas deficiencias de Cu,
reportandose el 47% de los pastos deficientes en este mineral; sin embargo en varios paises de esta
region se han reportado mayores porcentajes de deficiencia de Cu en los pastos llegando incluso al

100% de las muestras (McDowell, 2005).

1.11: Requerimientos de Cu en la especie bovina.

Los requerimientos de Cu estan afectados por la edad, la raza, la gestacion y el estado reproductivo
y productivo (Mullis et al., 2003), e incluyen aquellos de mantenimiento, que sirven para
compensar las pérdidas enddégenas (McDowell, 2003).

En terneros se han estimado requerimientos de Cu que oscilan entre 6,2 y 7,5 ppm (MS), segtn la
edad y el ritmo de crecimiento (Suttle, 1983), sin embargo, se debi6 elevar de 8 a 15 ppm (MS) la
concentracion de Cu en la dieta para evitar signos clinicos de hipocuprosis en animales en
crecimiento (Mills, 1983).

En adultos, los requerimientos aumentan durante la gestacion (Gooneratne et al., 1989), por lo que
la saturacion de los niveles de este microelemento de los animales gestantes es muy importante
con respeto a las necesidades del feto durante el desarrollo intrauterino y postnatal temprano
(Hostetler et al., 2003). Se ha demostrado que los microelementos cruzan la placenta y la barrera
mamaria, afectando la leche, la calidad del calostro y los indicadores de salud de glandula (Engle et
al., 2001; Gierus et al., 2003).

La mayoria de las raciones para vacas lecheras requieren ser suplementadas con Cu,
recomendandose una concentracion de Cu en la dieta de 10 ppm (MS) para ganado vacuno lechero
y de 4 a 10 para el 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 méaximos tolerables en la dieta 100 ppm (MS) de Cu (NRC, 2001).

1.12: Diagnostico y caracterizacién de la hipocuprosis.

El diagnostico de la hipocuprosis es particularmente dificil, porque involucra muchos factores
(anexo 5), incluyendo los antagonistas de este elemento y puede plantearse bajo dos aspectos
diferentes: por un lado, cuando se busca identificar la deficiencia en los animales y por otro lado

cuando se quieren conocer las causas que la provocan (Grace et al., 2001).
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Las pruebas de laboratorio que se emplean con mayor frecuencia para la determinacién de la
concentracion de Cu en los animales son la determinacion del mineral en plasma-suero y en tejido

hepatico (Laven y Livesey, 2006).

1.12.1: Concentraciones sanguineas de Cu

A excepcion de los casos en los que la enfermedad se manifiesta clinicamente, la cupremia como
unico 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 6rgano sigue enviando sus reservas a la circulacion
(Quiroz et al., 2003).

Se han sugerido diferentes rangos de referencia para el Cu plasmatico en bovinos; reportandose
valores de 12.6 — 18.9 umol/L (Pavlata et al., 2000) y de 11 a 19.8 umol/L (Radostits et al., 2000).
Estos ultimos autores plantean que concentraciones de Cu en suero sanguineo inferiores a 7.85
pmol/L se corresponden con niveles bajos del mineral en tejido hepatico, mientras que superiores
a 14.2 pmol/L se han correspondido con valores normales de Cu en higado.

Para que los animales manifiesten buenos resultados productivos se han postulado diferentes
niveles, 8.8 — 12 umol/L (Jiménez et al. 2002) y 10 — 22 umol/L (Gonzalez, 2002), para el tropico
los niveles de Cu normales son de 11.7 —21.6 umol/L (Alvarez, 2001; McDowel, 2003),

Las concentraciones de Cu en sangre reflejan también el contenido de la dieta en Cu, estando
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).

Las parasitosis de cuajar disminuyen la actividad de la Cp, por lo que los valores del Cu en suero
sanguineo se pueden mostrar disminuidos con niveles normales de Cu en el higado (Corbellini y
Carrillo, 1985).

Los niveles de cupremia a partir de los cuales se han observado sintomas clinicos son variables, en
regiones templadas y calidas se han reportado con tenores de Cu sérico inferiores a 7.85 pumol/L
(Bingley et al., 1978; Gartner et al., 1980), otros no han observado sintomas clinicos de deficiencia

en ningiin momento en animales con cupremias inferiores a este umbral (Rabotnikof et al., 1983).
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1.12.2: Concentraciones de Cu en tejido hepatico

El higado es el principal érgano de deposicion y reserva de Cu en el organismo, las muestras para
su analisis pueden obtenerse por medio de biopsia, necropsia o a nivel de matadero (Suttle, 2002);
resultando inevitable la determinacién de las concentraciones de Cu tejido hepatico si se quiere
conocer este valor con exactitud (Quiroz et al., 2003; Soler et al., 2006).

Esta técnica presenta complicaciones; la obtencion de muestras por biopsia es un método invasivo
y los propietarios son renuentes a permitir tomar muestras en animales vivos e igualmente es
complicado acceder a los animales o a los productos en los mataderos (Minatel et al., 1997); estos
autores plantean como una técnica que posee un gran valor diagnostico el analisis de las muestras
de higado de animales que han muerto en el campo. Ademds tomar cada muestra requiere
alrededor de 30 minutos y de un operador muy bien entrenado (Gay et al., 1988) y son pocos los
laboratorios que pueden realizar estas determinaciones (Suttle, 2002).

Los parametros de referencia para el Cu en el tejido hepatico son de 100 — 400 ppm y guardan
relacion lineal con la absorcion intestinal cuando la dieta cubre los requerimientos minimos
(Radostits et al., 2000). En cambio Beck (1956), citado por Bavera (2000), sefialo valores hepaticos
de 200 a 400 ppm. Otros sefialan como valores de referencia 100 a 200 ppm (Alvarez, 2001;
McDowell, 2005).

Los valores del Cu indicativos de intoxicacion cronica son de 600 ppm (Steffen 1997); mientras,
los que indican deficiencia fluctian entre 25 — 75 ppm, considerandose como limite inferior
normal hasta 75 ppm y como valor critico de las concentraciones de Cu en higado 25 a 30 ppm
(Alvarez, 2001; McDowell, 2005). Otros autores consideran que valores de Cu menores de 30 ppm

son bajos, y los de 10-15 ppm son criticos (Carfagnini, 1998).

1.12.3: Determinacion de sustancias con Cu en su molécula

La menor actividad de las enzimas Cu dependientes es un indicador directo de la etapa de
disfuncion que llevaran a las manifestaciones de la hipocuprosis; entre ellas se encuentran la Cp, la
citocromo-oxidasa y la SOD de los eritrocitos (Bertinato et al., 2003, Laven y Livesey, 2006).
Aproximadamente del 80% al 95% del Cu circulante se encuentra unido a la Cp (Laven y Livesey,
2005). Sus valores de referencia en bovinos son de 200 a 400 pumol/L, reportandose una
correlacion positiva (r= 0.97) entre los niveles de esta y el Cu en suero sanguineo, lo que ha

motivado la determinacion de los niveles plasmaticos de la Cp (Laven et al., 2006).
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Cuando se presenta una disminucion en el estado de Cu en los animales, se ha identificado una
disminucién en la actividad de la SOD, aunque su utilizacion en el diagnostico de la hipocuprosis

es menos frecuente que la Cp (Picoo et al., 2004).

1.13: Niveles e interrelaciones de dicho elemento en el suelo y el pasto.

1.13.1: Suelo.

La caracterizacion de la hipocuprosis en una zona permite definir el desbalance mineral en
términos reales, ajustar las medidas de control recomendables y alertar sobre la posible ocurrencia
de pérdidas subclinicas, empleandose en la caracterizacion de la enfermedad estudios de suelo y de
sedimentos de drenaje, revelamientos de forrajes y estudios poblacionales (Wilson y Grace, 2002).
La capacidad del suelo para suministrar el Cu a las plantas estd determinada entre otros factores
por: la cantidad del mineral en el suelo, la roca madre, el pH, la textura, materiales de deshecho,
humedad y condiciones de drenaje (Gaskin et al., 2003).

Se han sefialados dos niveles de Cu en el suelo que son sugestivos de deficiencias, primero Rhue y
Kidder (1983), postularon como limite critico de dicho mineral en el suelo 0.3 ppm y mas tarde se
establecieron como tal 0.6 ppm (McDowell et al., 2005). Existe una estrecha relacion, entre la
concentracion de oligoelementos en el suelo, en el agua y en el forraje (Arthington et al., 2003); las
interacciones mas importante del Cu en el suelo, que reducen su disponibilidad son con el Mo, Sy
el Fe (Kalmbacher et al., 2005).

El Fe es el segundo en mayores proporciones en la tierra y se encuentra en casi todas las fuentes de
alimento ganadero y el agua; por lo que una cantidad considerable de Fe puede también ser
digerida a través de la ingestion de tierra durante el pastoreo, asi como la contaminacion con tierra
de los forrajes cortados, lo que podria ser un factor condicionante de la deficiencia cuprica
(Holmes, 2005; Mcleod, 2005)

El pH del suelo tiene un gran impacto sobre la concentracion de ciertos minerales trazas en los
forrajes y esta influenciado por tipo de suelo, con pH alto en los mismos (mayor a 6,7) la captacion
de Mo y de Se por parte de la planta, aumenta en forma marcada; en cambio, el contenido de Cu 'y
Zn solo disminuye levemente. A pH bajos el Mo es adsorbido por minerales con carga positiva,
entre ellos el Cu, esto se produce al haber un aumento de radicales H+ (Lopez-Alonso et al., 2002).

Los pastos que crecen sobre terrenos fuertemente acidos y ricos en Mo se caracterizan por tener
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valores bajos de Cu (menos de 3 ppm), mientras que los que se desarrollan en suelos alcalinos
pobres en Mo pueden contener hasta 17 ppm (Picco et al., 2002; Telfer et al., 2005).

La deficiencia de Cu es frecuente en suelos acidos, y en suelos con elevada materia organica,
debido a que en estas condiciones el Cu se une a la materia organica, formando compuestos

insolubles (Arthington, 2003).

1.13.2: Forrajes.

Los pastos de gramineas presentan grandes variaciones en su contenido de Cu y se ha planteado
que estos contienen por termino medio en las regiones tropicales de 5 - 8 ppm de Cu; en cambio las
leguminosas, en las mismas condiciones muestran valores de promedio de 8 -10 ppm (McDowel,
2004).

La composicion mineral del pasto depende también del estado vegetativo de la planta (Badiei, 1998
y Spears, 2003), considerandose que aquellos pastos cuyo contenido es menor de 3 ppm de Cu
produciran manifestaciones de deficiencia en los rumiantes en pastoreo; cuando el contenido de Cu
fluctia entre 3 a 5 ppm pueden considerarse responsables de la hipocuprosis, en cambio niveles
entre 7 y 12 ppm se consideran exentos de riesgos, a menos que actien factores que causen
deficiencia secundaria de Cu (Bavera, 2000).

Tasas de 5 ppm de Cu y de 1-2 ppm de Mo en MS de pasturas no producen problemas, pero si el
Mo aumenta a mas de 2 ppm de MS aparecen trastornos que se ponen en evidencia por una
disfuncion del rumen, con disminucion de la digestion de celulosa. Cuando la relacion Cu: Mo en
los pastos es menor a 2:1, se presentan signos de deficiencia (Sutlle, 2002).

Se han reportado concentraciones de Cu en las gramineas entre 3.5 y 6.2 ppm, siendo este el
micromineral mas deficiente en el pasto (Mufarrege et al., 1985; Haro, 1986). En Cuba, en la
provincia de Camagiiey, el 100% de las muestras de pastos investigadas presentaban deficiencias
de Cu, al parecer condicionada por exceso de Mo en el suelo (Vazquez, 1992). En las regiones
tropicales se han reportado marcadas deficiencias de Cu, reportandose el 47% de los pastos

deficientes en este mineral (McDowell, 2005).
1.14: Suplementacion del Cu por via oral y su repercusidn sobre aspectos bioproductivos.

En los sistemas de produccion de leche la nutricion mineral y en especial la del Cu, juega un papel

preponderante para maximizar el comportamiento reproductivo, esta  puede efectuarse
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proporcionando a los animales sales que contengan Cu o suministrandoles a intervalos regulares
por via oral pildoras o mezclas minerales enriquecidas con este elemento, utilizando compuestos
inorganicos (Attaclmannan y Reid, 1996; Stanton et al., 2000; Ahola et al., 2003; Bolasell, 2006)
La adicion de un suplemento de 300 a 400 mg de Cu/dia, en forma de compuestos inorganicos al
ganado Cu-deficiente aument6 rapidamente las concentraciones de Cu en sangre hasta los valores
normales (Stoszek et al. 1986) y las reservas hepaticas (Arthington et al., 1995a).

La administracion de un bolo intraruminal (BIRF) conteniendo agujas de CuO proporcion¢ a largo
plazo a través de la liberacion sostenida de Cu aumentos significativos en la concentracion de Cu
en el ganado que consumia altos niveles de Mo en el forraje y SO4en el agua (Cameron et al., 1989
y Arthington et al., 1995 b). En rumiantes hipocuprémicos, un solo bolo intraruminal de CuO a los
60 dias de edad ha provocado un aumento de la actividad de la Cp después de 21 dias de
suplementados los animales (65 UI vs. 48 UI), disminucion la frecuencia de diarrea y de las
infecciones intestinales (Blakley et al., 2000).

No se han reportado diferencias en ganancia de peso, la concentracion y actividad de la Cp y las
concentraciones hepaticas de Cu en novillas deficientes en Cu alimentadas con fuentes inorgénicas
del mineral (8 o 16 mg/kg de Cu de CuSO4) u organicas (lisina de Cu) (Rabiansky et al., 1999).
Eckert et al. (1999) informaron que la concentracion de Cu en higado en ovejas fue superior
utilizando CuSO4 en comparacion con el proteinato de Cu.

En vacas con hipocuprosis, la suplementacion con Cu organico (100 mg y 200 mg de Cu de Availa
Cu) e inorganico (200 mg CuSO4) aument6 (P <0.05) la concentracion hepatica del mismo y los
porcentajes de gestaciones en los grupos tratados con respecto a los controles. No se encontrd
diferencia (P> 0.10) entre los grupos estudiados en el contenido de Cu en el calostro, el peso
corporal de las vacas, las concentraciones de Cu en el suero sanguineo de los terneros y los pesos
al destete de los mismos (Muehlenbein et al., 2001).

En novillas Holstein con deficiencia condicionada por Sy Mo, suplementadas con dos niveles, 15
y 30 mg/kg de Cu organico (Availa-Cu) e inorgénico (CuSQ,), mas un tratamiento adicional con un
bolo de 6xido de Cu (25 mg), se comprobd que los tratamientos resultaron ser igualmente efectivos
ya que en todas las novillas aumentaron las concentraciones de Cu en sangre y el peso promedio,
sin diferencias significativas entre ellos; la SOD del eritrocito aument6 con el tiempo (P <0.01) y

fue superior (P <0.001) en la novillas alimentadas con CuSO4 (Yost el al., 2002).
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Con suplementos ctpricos como el CuSOy, citrato de Cu, proteinato de Cu, o cloruro de Cu en
dosis de 20 o 40 mg/kg se han obtenido efectos beneficiosos sobre el aumento de peso en novillos
castrados en desarrollo, aunque no reportan diferencias entre las diferentes fuentes de Cu
empleadas (Engle y Spears, 2000; Creech et al., 2004).

La administraciéon de complejos inorganicos, fundamentalmente el CuSO4 han incrementado
significativamente las concentraciones hepaticas de este mineral de los animales suplementados en
comparacion con los controles (Sharma et al., 2005; Sprinkle et al., 2006).

La disponibilidad de Cu de la lisina de Cu y CuSO4 son semejantes en el ganado, aunque este
ultimo ha sido utilizado tradicionalmente en la suplementacion cuprica (Odle, 2000; Arthington et
al., 2003).

Las fuentes de Cu organicas tienen una biodisponibilidad superior, con mayor absorcion y
retencion de Cu comparadas con el CuSO4 (Nockels et al., 1993); en ratas alimentadas con
proteinato de Cu, se verificd una concentracion superior de Cu en comparacion con las alimentadas
con CuSOy4 (Du et al., 1996) y en novillos castrados con deficiencia condicionada por Mo, los
animales alimentados con proteinato de Cu tenian mayores concentraciones de Cu hepaticas en
comparacion con los novillos alimentados con CuSO4 (Wittenberg et al., 1990). También la lisina
de Cu puede ser mas beneficiosa que el CuSOy4 para corregir la deficiencia de este mineral en el
ganado (Davis et al., 2003).

Las moléculas organicas al ser mas biodisponibles que los minerales inorganicos, pueden formar
productos muy solubles, quimicamente estables que resisten la digestion e interaccion con
antagonistas en el intestino (Yost el al., 2002; Arthington y Swenson, 2004), aunque la principal
limitacion de estos compuestos de Cu 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).

La suplementacion del Cu por via oral tiene varios inconvenientes entre los que caben mencionar,
en primer lugar la gran cantidad de antagonistas que interfieren su absorcion y metabolismo,
ademads por via oral 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; por lo que ha resultado menos efectiva que la suplementacion

parenteral (Pechin et al., 1998).
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1.15: Ventajas de la suplementacion con sales inyectables de Cu.

Los medicamentos aplicados parenteralmente suelen ser de eleccion porque permiten realizar una
reserva de Cu en el higado del animal, no son costosas y al compararlas con la suplementacion oral
poseen practicidad de manejo y evitan las interferencias a nivel digestivo (Grace y Wilson, 2002;
Romero, 2003); pueden ser administrados en el momento preciso o de mayores demandas de los
animales como por ejemplo durante el ultimo tercio de la gestacion, en épocas de sequias y se le
garantiza a cada animal una dosis apropiada del microelemento; no producen dafo en el lugar de
aplicacion, tienen un satisfactorio almacenamiento hepatico (90 — 100 %) de la dosis administrada
y un margen de seguridad aceptable entre la dosis terapéutica y la toxica (Bohman et al., 1987;
Wilson y Grace, 2002).

El tratamiento de la deficiencia de Cu en bovinos utilizando compuestos de Cu de liberacion lenta
por via parenteral; especialmente en animales con hipocuprosis ha demostrado que la respuesta al
mismo suele ser rapida y produce un aumento de la cupremia y una notable mejoria del estado
general (Ferrer et al. 1989; Viejo y Casaro, 1993).

El tratamiento de la hipocuprosis en terneros con Cu parenteral, ha aumentado la cupremia, las
ganancias de peso diarias y los pesos al destete (Buffarini et al. 1997; Pechin et al., 1999),
encontrandose respuestas al tratamiento con Cu inyectable en todos los rangos de deficiencia;
también, se ha comprobado bajo condiciones experimentales, que esta terapéutica logra mantener
una reserva hepatica de Cu elevada durante un periodo prolongado, 90 dias en animales de menos
de 150 kg y més de 180 dias en bovinos de mas de 150 kg, lo que se reflejo en un aumento de la
actividad sérica de la Cp (Baker et al., 2003).

El efecto de la utilizacion de los inyectables de Cu sobre los niveles de este microelemento en
tejido hepatico quedd demostrado al aplicarse el Multimin®; compuesto de Cu -EDTA, que
inyectado en dosis de 0,2mg/kg en la oveja aumento significativamente las concentraciones de Cu
en el higado a los tres meses posteriores a la inyeccion (Van Niekerk et al., 1994; Carstens, 1999).
En el ganado bovino el edetato de Cu-Ca (Cu-EDTA) por via parenteral en concentraciones de 150
mg en ganado Hereford, aumentd los niveles de Cu hepaticos a los 100 dias de aplicada la
suplementacion (Langlands et al., 1998). El empleo de Multimin® en ganado de carne en el tltimo
tercio de la gestacion incrementd significativamente las concentraciones de Cu en el higado
durante 257 dias y el comportamiento reproductivo post parto de los animales tratados (Daugherty

etal., 2002).
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En ratones experimentales la administracion de una inyeccion subcutanea de CuCl; (4 pg) durante
4 semanas incremento la actividad de la citocromo oxidasa y las concentraciones de Cu en higado y
rifiones en comparacion con los animales utilizados como controles (Kodama et al., 2006).

El tratamiento con Cu inyectable ha aumentado los porcentajes de gestaciones de las novillas con
respecto a las que fueron suplementados por via oral (Correa Luna y Lagos, 1985); ésta terapéutica,
en esta misma categoria, aumentd en un 20% las gestaciones con respecto a las testigos (Brem, et
al., 1995). Posteriormente en vacas suplementadas con Cu por via parenteral se observaron
mayores numeros de celos, mejores tasas de servicio por concepcion y elevacion en los porcentajes
de prefez entre el 10 al 27% (Brem et al., 2002). Por su parte Walter y Marro (2003), en el ganado
bovino lechero la suplementacion parenteral de Cu redujo los intervalos parto-primer servicios,
parto- concepcion e intervalo parto-parto.

Para prevenir y curar la hipocuprosis recientemente se han introducido en el Mercado diferentes
farmacos inyectables de Cu en zonas afectadas; entre los que caben destacar el Glypondin, el
Vascunin, Cobrexilin 10, Cuper — Young, Cuprexan A.P., Amantita, Tarsan L.A; todos con

respuestas satisfactorias (Descalzo, 2003) y el Multimin® (Vanegas et al., 2004).
1.16: Intoxicacion con Cu en bovinos.

1.16.1: Intoxicacion Aguda.
En el grado e intensidad de las lesiones hepdticas y la intoxicacion juega un papel importante la

fuente de Cu; el glicinato de Cu provocd severa inflamacion y abscesos estériles en
aproximadamente 25% a 50% de casos, durando éste efecto tres meses, mientras el edetato de Cu
tuvo una proporcion de la reaccion local de aproximadamente 5% (Boila et al., 1984).
Independientemente del principio activo de los fAirmacos inyectables, las concentraciones de Cu en
plasma aumentan de 2 a 4 horas post inyeccion; esta es una consideracion importante, ya que la
hemolisis ocurre como consecuencia de un efecto directo de los iones de Cu libres en los eritrocitos
(Parnell Laboratorios, 2001).

La intoxicacion aguda es poco comun y generalmente ocurre luego de la administracion parenteral
de Cu, o por la administraciéon de bolos de Cu intrarruminales en terneros (Steffen, 1997). Esta
ocurre cuando se sobrepasa la cantidad de Cu a suplementar, que esta establecida en 0,5 mg/kg de
peso vivo (Fazzio et al., 2003) y es mas frecuente en terneros donde la dosis terapéutica esta

cercana a la dosis toxica de 1 a 2 mgkg (Costa et al., 2003). También pueden citarse
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contaminacion de plantas y agua potable con productos fungicidas ricos en este metal o en
programas de erradicacion de caracoles (Blood y Radostits, 1994).

Cuando un animal consume una dieta con excesiva concentracion de Cu, este estimula la sintesis de
MT y aumenta la reserva hepatica del elemento; pero si la situacion continlia ya no quedara espacio
fisico para mas MT y el Cu comienza a quedar libre, dafando primero las membranas del
hepatocito para salir luego a circulaciéon donde afectara especialmente a los eritrocitos (Miranda et
al., 2000).

Cuando se emplea una dosis toxica (1 a 2 mg/kg), la cantidad total de Cu inyectada no es elevada si
se compara con la capacidad de reserva del higado, la intoxicaciéon se genera porque llega muy
répido al higado y este no posee ni la suficiente cantidad de MT para neutralizarlo, ni el tiempo
para estimular su sintesis (Gooneratne et al., 1989).

Debido al curso hiperagudo de la intoxicacion normalmente se produce el hallazgo de los animales
muertos sin sintomatologia previa. Existe la posibilidad de observar sintomas especificos como
disnea, depresion, letargica, dolor abdominal, gastroenteritis, inmovilidad, envaramiento para
finalmente caer en dectbito lateral, pudiendo presentar también signos nerviosos y finalmente la
muerte a las 12 a 48 horas de comenzados los sintomas; en los animales que sobreviven a la
enfermedad durante tres dias o mas se observa ascitis, hidrotérax e hidropericardio y también
puede observarse hemoglobinuria y hemorragias (Radostits et al., 2000; Cuesta, 2003).

Las alteraciones a nivel hepatico impiden que el amonio, un producto altamente tdéxico del
metabolismo nitrogenado, sea convertido en urea y asi neutralizado; la consecuente acumulacion
de amonio a nivel del SNC y del liquido cerebroespinal seria responsable de la somnolencia, la
inconsciencia, el andar tambaleante y las convulsiones nerviosas que acompafian a la intoxicacion.
Ademés del amonio, una gran variedad de aminas toxicas que se absorben en intestino grueso y no
pueden ser removidas por el higado dafiado, pueden alcanzar el cerebro donde actian como falsos
neurotransmisores (Jubb y Kennedy, 2007).

El diagnostico se basa en datos anamnésicos, hallazgos de necropsia, lesiones histopatolégicas,
concentraciones de Cu en tejidos y tinciones especiales (Radostits, 1994); en el higado puede
observarse: hepatomegalia, necrosis centrolobulillar, bordes redondeados y color rojo oscuro, al
microscopio Optico se corresponde con la pérdida de la estructura trabecular y la necrosis centro

lobulillar (Jubb y Kennedy, 2007).
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Los estudios complementarios que permiten ratificar el diagnostico final incluyen la medicion de
enzimas hepaticas y en los casos fatales el estudio histopatologico del higado (Shaw y Ihle, 1999;

Méndez, 2001).

1.16.2: Intoxicacion cronica.

La intoxicacion cronica es mas comun y se produce por la ingesta durante largo periodo de tiempo
de Cu en cantidades que exceden a los requerimientos nutricionales; presentando una fase
prehemolitica durante la cual se acumula el Cu en higado, con signos inespecificos como
depresion, anorexia, ictericia, atonia ruminal, célico, fotosensibilizacion (Milne, 1997).

Cuando la capacidad del higado para almacenar el Cu es excedida, se produce la necrosis de
hepatocitos y el Cu es liberado en forma masiva a la circulacion, desencadenando la fase
hemolitica; en muchas ocasiones esta situacion es influenciada por situaciones de estrés, como
movimientos, cambios de dieta y la lactacion (Bohman et al., 1987). Estos autores plantean que
los iones de Cu liberados en sangre producen hemolisis aguda; observandose liquido en cavidades,
ictericia, hemoglobinuria, anemia, muerte aguda en 24 y 48 horas.

En la necropsia puede observarse ademas rifiones reblandecidos de color oscuro a negro, orina rojo
vinoso, higado de coloracion ocrea a palido, aspecto de “nuez moscada”, vesicula biliar distendida,
equimosis, petequias y hemorragias en varios 6rganos (Jubb y Kennedy, 2007).

La medicion de Cu hepatico es de utilidad en la intoxicacion cronica, cuando se encuentran valores
de mas de 600 ppm sobre base seca (Galey et al., 1991). En la intoxicacion aguda este valor
raramente se alcanza, por lo que resulta de mayor utilidad la medicién de Cu en rifidén, que posee
valores normales de 12 a 19 ppm MS, y que en estas circunstancia superan los 23.5 ppm MS
(Fazzio et al., 2003).

En la fase prehemolitica de la intoxicacién cronica, en los animales con signos clinicos, el
diagnédstico puede complementarse con enzimologia clinica, hay un aumento considerable en las
concentraciones de bilirrubina, y enzimas hepaticas ALT, AST, GGT y GLDH, incrementandose
notablemente 8 semanas antes de la crisis hemolitica (Méndez y Riet-Correa, 2001).

Una acumulacion de Cu excesiva en el higado es citotoxica y se acompafia de alteraciones en el
funcionamiento del 6rgano, caracterizado por un aumento de la bilirrubina (Hatano et al., 2000) y

la actividad de las enzimas ALAT y ALP (Webb et al., 2002; Malhi et al., 2002).
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Capitulo 2: Parte experimental.

2.1: Materiales y métodos generales.

2.1.1: Unidades donde se desarrolld la investigacion.

La investigacion se desarrolld en 10 unidades de produccion (4 centros de novillas y 6 vaquerias)
de la empresa pecuaria "La Vitrina", ubicada en la zona centro sur de la provincia de Villa Clara

(anexo 6), entre los 22 53 LN y los 82° 02 LW y a una altura de 90 a 100 msnm.

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 Meteorologico 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 292.4mm 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 insolacion 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 mas 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 racial Siboney de Cuba, 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, 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 pastoreo y de ordefio.

Las unidades involucradas en el estudio utilizaban un sistema de pastoreo rotacional restringido en
el tiempo; en el caso de las vacas, con una intensidad de 244,8 UGM ha™' dia™”, una carga global de
1.5 animales ha, pastoreando 16 h diarias. Las novillas eran manejadas con intensidades de
pastoreo de 180 UGM ha™ dia™ y una carga global de 1.5 animales ha™'. La carga de animales/ha se
determind seglin lo establecido por Hernandez et al. (1997). Las vacas se ordefiaban de forma
manual una vez al dia, entre las 2 a.m. y las 5 a.m.; empleandose el sistema de amamantamiento

restringido.

2.1.6: Alimentacion.
En el periodo lluvioso el alimento fundamental fue el pasto, con suplementaciéon mineral a base de
fosfato dicalcico y mieles, segun las disponibilidades de las unidades, en el periodo poco lluvioso

ademas se le suplementd con cafia de azucar.

2.1.7: Producto empleado y forma de administracion.

En la terapéutica de la hipocuprosis empleamos una formulaciéon de CuSOy (2.5%); pre establecida
y utilizada por los laboratorios Pharmavet y KOnig, que fue reformulada y producida en la planta
del Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ), Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad
Central de las Villas. La misma contiene Cu como etilenedinitrilotetraacetato de Cu
(C1oH2CusN;0g), 25 mg/mL; con un peso molecular de 351.80 g/mol, una pureza entre 98,5 % y
102 % calculado en base anhidra, punto de fusion 173°C - 179°C, contenido de humedad inferior

al 3,5%.

El producto fue administrado en volumen, dosis y frecuencia variable en dependencia del ensayo
realizado y siempre por via subcutanea, alejado del sitio de inyeccion en la region lateral posterior

del cuello.
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2.1.8: Toma de muestras.
2.1.8.1: Calculo de la poblacion a estudiar.

El tamafio de la muestra se calcul6 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.

2.1.8.2: Sangre.

Las muestras de sangre para los analisis hematoldgicos se tomaron por venopuntura de la
yugular, se utilizaron tubos de ensayo con anticoagulantes EDTA a una concentracion de 1
mg/mL de sangre, previamente tapados y esterilizados; extrayéndose una cantidad de 5 mL de
sangre. Las muestras para los analisis bioquimicos y determinaciones enzimaticas se tomaron por
el mismo método en tubos de ensayos sin anticoagulante, esterilizados y desmineralizados;
depositandose en ellos una cantidad de 10 mL de sangre; las mismas se centrifugaron a 3500 rpm
durante 10 minutos, obteniéndose el suero sanguineo, el que se almacend a -10 °C hasta su
analisis.

2.1.8.3: Higado.

Dentro de los 15 minutos posteriores al sacrificio de los animales se obtuvieron muestras del borde
ventral del 16bulo derecho (15cm’), previa inspeccion general de la viscera para descartar alguna
alteracion. Las muestras se conservaron a -10°C hasta el analisis.

2.1.9: Técnicas y procedimientos utilizados.

2.1.9.1: Sangre.

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

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

método colorimétrico descrito por los autores citados anteriormente.

2.1.9.2: Higado.

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

procedimientos del fabricante.

2.1.9.3: Condicién Corporal.

La condicion corporal (C.C) se diagnosticod por inspeccion clinica y clasificandola en la escala de

5 puntos (Parker, 1989). (anexos 7, 8 y 9).

2.1.9.4: Analisis de los indicadores reproductivos.

Se analizé la situacion reproductiva por los procedimientos recomendados por Brito (2001),
evaluandose en las novillas la Edad a la incorporacion (EI), Edad a la gestacion (EG), Intervalo
incorporacion-gestacion (IIG), Edad al Parto (EP) e Intervalo incorporacion-Parto (IIP). En las
vacas se estudiaron el Intervalo Parto-Primera inseminacién (IPPI), Periodo de Servicio (PS),
Intervalo Parto-Parto (IPP) y el indice de Inseminacion (II); ademas en ambas categorias se

evaluaron los porcentajes de presentaciones de celo y de gestaciones.

2.1.9.5: Exdmenes ginecoldgicos.

A todos los animales se les realizo el examen ginecologico para determinar posibles patologias del
aparato reproductor y confirmar las gestaciones segun la metodologia descrita por Holy, (1987),
por palpacion rectal; la exploracion vaginal se realizd con espéculo. El diagndstico se efectud al
inicio del tratamiento, coincidiendo con la primera aplicacion del CuSO4, a los 60 dias
coincidiendo con la segunda aplicacion, a los 120 coincidiendo con la tercera aplicacion y la ultima

exploracion ginecologica se efectud 30 dias después de la ultima aplicacion.

2.1.9.6: Consideraciones sobre hembras ciclicas, anéstricas y repetidoras de servicio.

Se consideraron como ciclicas, aquellas hembras que a la palpacioén rectal presentaban cuerpos
luteos o evidencias de foliculos en desarrollo y anéstricas las que no lo presentaban (ovarios lisos),
después de dos exploraciones sucesivas a intervalo de 14 dias (Holy, 1987). En el presente trabajo
se consideraron repetidoras del servicio las que necesitaron mas de una inseminacion artificial para

lograr la gestacion.
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2.1.9.7: Metodoloia para la deteccién del celo e inseminacion artificial.

Durante todo el periodo de observacion, en los experimentos que fue necesario, la deteccion del
celo se realizo de 6-10 am. y de 2-6 pm. 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 efectuo aplicando el método cervical profundo por un técnico experimentado, con una eficiencia
técnica entre 50 y 55% en los ultimos 4 afos, usando semen congelado en pastillas de toros de

fertilidad probada.

2.1.9.8: Analisis del riesgo relativo.

En los experimentos donde se realizé la determinacion del riesgo relativo, el mismo se evaluo
mediante la conformaciéon de tablas de contingencia 2x2 (Thrusfield, 1999) y la aplicacion de la
prueba > utilizandose los paquetes estadisticos Epidat 3.1 y Win Episcope 2.0; se realizé un
estudio de tipo prospectivo (cohorte), para un nivel de confianza del 95 % con hipdtesis bilateral,
analizandose la incidencia del anestro, la repeticion de servicio y de trastornos reproductivos

totales, de la siguiente forma:

Clasificacion. Enfermos. No enfermos. Total.

Expuestos. a b (atb)

No expuestos. c d (ct+d)
Total (at+c) (b+d) (atc) + (b+d)

La tasa de incidencia entre hembras hipocuprémicas (P;) viene dada por:

P] = a/ (a+b)

Y la tasa de incidencia entre hembras normocuprémicas (P;) viene dada por:

P, = c¢/(ct+d).

El riesgo relativo viene dado por:

RR = Pl/Pz
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2.1.10: 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, segiin examen clinico (Cuesta, 2003); excluyéndose aquellos
animales que no cumplieron los requisitos de inclusién, ademdas como criterio de salida se
establecieron el sacrificio o muerte del animal, enfermedad cronica del aparato reproductor e

incumplimiento de las indicaciones médicas preestablecidas.

2.1.11: Valoracién econémica preliminar.

Se realizd un estudio preliminar de la factibilidad econdémica del tratamiento con Cu parenteral,
calculdndose el costo de las materias primas que se necesitarian anualmente para el mismo por cada
animal, el costo de oportunidad de la no aplicacion de la terapéutica mencionada, el impacto
economico del tratamiento a partir de los resultados alcanzados en el experimento 4 y el estimado

de la aplicacién de 50 mg de Cu a 1000 hembras bovinas.

2.1.12: Procesamiento de los resultados.
Los resultados obtenidos se procesaron a través de un paquete estadistico STATGRAPHICS Plus
5.0. Se realizaron comparaciones de proporciones, analisis de varianza y de regresion, asi como la

aplicacion de algunas técnicas no paramétricas cuando los resultados asi lo indicaron.
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2.2: Experimento 1: Caracterizacion de la deficiencia de Cu y los indicadores reproductivos
del bovino lechero en la zona centro sur de la provincia villa clara.

2.2.1: Introduccion.

La deficiencia de Cu es la segunda carencia mineral en bovinos en pastoreo a nivel mundial
(McDowell, 2003), en Cuba se ha reportado en esta especie distribuida por todo el pais,
conjuntamente con trastornos reproductivos de los rebafios estudiados (Gonzalez et al., 1988;
Garcia et al., 2005); pero no se han realizado estudios sobre las concentraciones de Cu en el suelo,
sobre los niveles de Cu en los pastos se han realizado pocos trabajos, fundamentalmente en la
década del 80, por lo que hace necesario realizar un estudio integral para conocer y actualizar la
incidencia de esta carencia mineral en el eje suelo-planta-animal de nuestras empresas ganaderas.
La caracterizacion de la hipocuprosis en una zona comprende los andlisis del suelo y el pasto; asi
como las determinaciones de Cu en los animales para poder definir la magnitud real de esta
carencia mineral (Arthington et al., 2003; Lugton, 2004); la que constituye un problema de suma
importancia, afectando los sistemas de produccion, especialmente el comportamiento reproductivo
de los animales adultos (Ballantine et al., 2002).

Por tal razén este experimento tiene como objetivo evaluar el contenido de Cu en suelo, pastos,
suero sanguineo y tejido hepatico de las hembras bovinas lecheras y los indicadores reproductivos

en vaquerias de la zona centro sur de la provincia Villa Clara.

2.2.2: Materiales y Métodos.
Ubicacion y caracteristicas del area experimental.

El presente estudio se desarrolld6 en unidades de produccion de la zona centro sur de la provincia
de Villa Clara, la ubicacion y la caracterizacion del clima de la zona y los animales de estos

rebafos se describen en materiales y métodos generales.

Suelo del area experimental

En el area experimental predominan los suelos pardos con carbonatos, de rdpida 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). La profundidad promedio, hasta el contacto con la caliza,
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es de 150 cm, los que presentan una baja densidad aparente, alta porosidad total y estructura
granular media, condiciones estas que favorecen el buen desarrollo radical, la aireacién y el
movimiento del agua; la retencion de esta es baja, lo cual puede acentuar los problemas derivados

de la sequia estacional (Cairo y Fundora, 2005).

Procedimiento experimental.

Se utilizaron 4 unidades pecuarias representativas de la zona, 2 vaquerias y dos centros de novillas,
donde se estudiaron las caracteristicas de la composicion mineral del suelo y el pasto.

En los rebafnos de estas unidades se estudid el perfil mineral, seleccionando una muestra
representativa de las diferentes categorias y estados productivos de los rebafios seleccionados
(Alvarez, 2001), que comprendieron 140 animales, (40 vacas y 100 novillas), con un régimen de
alimentacion y manejo descrito en materiales y métodos generales; evaluandose los
macroelementos: (Ca, P, 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 seleccionandose 15 animales con deficiencia sérica de
Cu y 10 con normocupremia, estableciéndose la correlacion entre los valores séricos y las
concentraciones hepaticas de Cu de estos animales.

Se evaluo también la condicion corporal, el comportamiento de los indicadores reproductivos y se
realizé un diagnostico de salud que incluyo el examen fisico de los animales y la determinacion de

hemoglobina y hematocrito.

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 orgdnica mediante el método colorimétrico de Walkley y Black (citado por
Jackson, 1970) y el pH por el método potenciométrico, segiin la NRAG 878/1987; el P,Os y K,O
mediante fotocolorimetria, por el método de Oniani (1964). En los cationes intercambiables, el
contenido de N y K mediante las técnicas espectrometria de llama de la AOAC (1995); y el Cay
Mg mediante absorcion atdmica, por las técnicas de Paneque (1965). Los minerales trazas (Cu, Zn,

Fe y Mn), se evaluaron por espectrofotometria de absorcion atomica, segiin la NRAG 894/1988.
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Pasto.

Las muestras de pasto fueron colectadas entre las 9 a.m. y las 12 m. en el estrato superior de la
planta a 15 cm, segun 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. Los contenidos
de Ca, Mg y K fueron determinados por las técnicas de espectrometria de llama recomendadas por
la AOAC (1995). El fosforo se determind mediante el método de Amaral (1972). Para la
determinacion de los minerales trazas (Cu, Zn, Fe, Mn), la ceniza se diluyé con 10 mL de CIH al
10% y se llevd a volumétrico de 100 ml enrasdndose después con agua deshionizada; evaluandose
los mismos por espectrofotometria de absorcion atomica (Miles et al., 2001), en un equipo SP-9

de la firma PYE UNICAM segtn los procedimientos del fabricante.

Composicion botanica.
Se determiné al inicio del experimento en cada época por el método propuesto por t’Mannetje y
Haydock, (1963), realizandose 90 observaciones por hectarea; los resultados de esta evaluacion

pueden apreciarse en la tabla 2.2.1.

Tabla 2.2.1. Composicidén botanica (%) en 4 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 18 13
Dichantium annulatum 12 15
Cynodon dactilum cv comun 2 0
Panicum maximun cv comin 8 7
Cynodon nlemfuensis 60 59
Area despoblada 0 6

Rendimiento de biomasa verde.

Se realizd por el método de Haydock y Shaw (1975), antes de la entrada de los animales al cuarton
y posteriormente a su salida para determinar el consumo, de acuerdo al tiempo de ocupacion de los
cuartones. Para el célculo del rendimiento se utiliz6 el paquete de programas ANALIT ver 3.0.

El balance alimentario se efectud en cada zona empleando el CALRAC version 1.0 (1996). Para el
balance de los minerales (Mg, Cu, Zn, Fe 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
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consumo de materia seca estimado en el balance alimentario, sobre la base de estos se establecio la
diferencia y el por ciento de los requerimientos.

Sangre, higado e indicadores reproductivos.

Las muestras de sangre para los andlisis hematoquimicos y las de higado para las
determinaciones de las concentraciones de Cu en el tejido hepatico se tomaron y procesaron segin
las metodologias descritas en materiales y métodos generales, al igual que el sacrificio de los
bovinos a los que se les tomaron muestras de higado.

La condicion corporal (C.C), y los principales indicadores reproductivos de estos rebafios se

evaluaron segun las metodologias descritas en materiales y métodos generales.

Determinacion de las proporciones de valores patoldgicos.
Para determinar la proporcion de animales con valores normales, sospechosos o patologicos en
cada mineral en suero sanguineo se tomaron en cuenta los criterios de Alvarez (2001), quien

plantea como niveles criticos para cada variable estudiada los expuestos en la tabla 2.2.2.

Tabla 2.2.2: Niveles criticos de los minerales (Ca, P, Mg, Cu y Zn) establecidos para la especie
bovina.

Variable Factor de ' _ Niveles criticgs ‘ '
conversion Sistema tradicional Sistema internacional
Calcio 0.25 8 mg/100 ml. 2 mmol/L
Fosforo 0.324 5.3 mg/100 ml. 1.71 mmol/L
Magnesio 0.411 2 mg/100 ml. 0.82 mmol/L
Cobre 0.157 75 ug/100 ml. 11.77 umol/L
Zinc 0.153 80 ug/100 ml. 12.24 umol/L

Para las variables K, Na y Fe (tabla 2.2.3) se realizaron las estimaciones a partir de las medias de
las muestras de las poblaciones estudiadas, calculando los limites criticos de estos minerales a
partir de la ecuacion siguiente: & + KSD. La constante K se calculd en el caso de las novillas
para 100 muestras y en el de las vacas para 40 muestras; promediando dichos intervalos se obtuvo
valores para la misma de 2.233 y 2.379 para novillas y vacas respectivamente. El limite inferior de
deficiencia se calculod aplicando la ecuacion siguiente: & + 1.65 SD, considerandose como
normales o patologicos los valores superiores e inferiores respectivamente, segun lo planteado por

Alvarez (2001).
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Tabla 2.2.3 Niveles criticos de los minerales (K, Na y Fe) calculados a partir de las medias de
las poblaciones estudiadas.

Variable Novillas. Vacas

Media SD K LC Media SD K LC

Potasio. (mmol/L) | 4.60 0.39 2.233 3.73 4.52 0.37 2.379 3.64
Sodio. (mmol/L) | 136.3 5.24 2233 1246 |136.6 5.08 2.379 118

Hierro. (umol/L) | 18.31 2.88 2233 |11.88 |23.77 3.11 2379 |16.37

Procesamiento estadistico.

Para los procesamientos estadisticos se emple6 fundamentalmente el paquete estadistico
STATGRAPHICS VER 5.0. Se calcularon los estadisticos descriptivos para todas las variables; en
el pasto se realiz6 una comparacion de las variables en las dos épocas del afio y en el perfil mineral
entre vacas y novillas, empledndose para esto un andlisis de varianza de clasificacion simple. Se
realiz6 un anélisis de correlacién simple entre las concentraciones de Cu en suero sanguineo y

tejido hepatico.

2.2.3: Resultados y discusion.

El resultado del analisis quimico del suelo (tabla 2.2.4) ofrecié valores de la materia organica de
5.69 = 0.39; estos son considerados altos para este tipo de suelo (Cairo y Fundora, 2005) y son
superiores a los reportados en otros trabajos (Vargas et al., 2002 y Rodriguez et al., 2006).

El pH se clasifica como neutro, con valores de 6.7 = 0.24, que estan en correspondencia con otros
estudios desarrollados sobre suelos pardos con carbonatos (Vargas et al., 2002; Rodriguez et al.,
2006).

El P es uno de los elementos mas deficitarios en los suelos ganaderos de Cuba (Crespo y Duran,
1990). Este estudio corrobora esta afirmacion ya que los valores del P,Os se clasifican de muy
bajos y son similares para los reportados en otros estudios para este tipo de suelo (Noval, 2000;
Vargas et al., 2003; Rodriguez et al., 2006). Valores similares se han reportado para el suelo
ferralitico rojo (Hernandez et al., 2000; Ramirez et al., 2002). En cambio las concentraciones de
K,0 son consideradas altas (Fundora y Yepis, 2000) y coinciden con otros estudios (Noval, 2000;
Vargas et al., 2002).

En el caso de los cationes intercambiables, las concentraciones del Ca se consideran deficientes;

mientras el Mg, Na y K, se encuentran dentro de los parametros normales (McDowell, 2005); Los
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resultados obtenidos en el caso del Ca y el Mg son inferiores a los reportados en un estudio

precedente en suelos no ganaderos (Aleman et al., 2002), mientras que el Na y K coinciden con los

reportados por estos autores.

Tabla 2.2.4: Caracterizacion (X+ DE) de la composicién quimica del suelo en 4 unidades de la

zona centro sur de la provincia de Villa Clara.

Macroelementos*
P,0s5 K,O Ca Mg Na K
mg/100g | mg/100g cmol/kg” |cmolkg' |cmol/kg”’ |cmol/kg
LC 15 10 24.5%*% 10,007 *** | (.70%** 0.15%**
Media 8.16 14.68 8.55 0.69 1.52 1.35
DE 241 1.01 2.04 0.12 0.46 0.44
Materia organica, pH y Microelementos*
MO % pH Cu ppm Mn ppm Zn ppm Fe ppm
LC <5 0.6 *** 5 ** 2 *k* 2.5 **
Media 5.69 6.7 0.19 4.83 1.55 2.07
DE 0.39 0.24 0.02 0.39 0.40 0.41

* El numero de muestras para la zona es de n = 18.

Los niveles criticos de minerales en el suelo que son sugestivos de deficiencias
siguientes autores:

** Rhue y Kidder, (1983).

*** McDowell, (2005).

son establecidos seglin los

Se encontraron deficiencias en todos los microminerales estudiados; en el caso del Mn y el Fe el
porcentajes de muestras deficientes fue de 66% y 61 % respectivamente, con valores inferiores a
los niveles criticos de 5 ppm y 2.5 ppm (Rhue y Kidder, 1983). Mientras que los niveles de Zn
eran inferiores a los niveles criticos de 2 ppm (McDowell, 2005). Los resultados obtenidos en el
Mn y el Zn coinciden con los reportados en otros estudios en México (Gartenberg et al., 1990); en
la Florida (Espinoza et al., 1991) y en Venezuela (Rojas et al., 1993). Los valores del Fe difieren
de los obtenidos por estos autores (Kalmbacher et al., 2005).

La deficiencia micromineral mas acentuada en el suelo fue la de Cu, con el 100% de las muestras
de suelo por debajo del nivel critico (Rhue y Kidder, 1983; McDowell, 2005). Resultados similares
habian sido reportados en estudios desarrollados a principios de la década del 90, especificamente
en el nordeste de México (Gartenberg et al., 1990) y mas recientemente en la Florida (Tiffany et

al., 2000); donde se diagnosticaron el 100% de las muestras de suelo deficientes en Cu.
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En Espaiia, se ha reportado la deficiencia de Cu en el suelo de la regién de Galicia, la que ha
repercutido negativamente en los niveles de Cu del ganado que pasta en estas regiones (Lopez-
Alonso et al., 2002).

Estos valores de Cu disminuidos en el suelo, unido a los altos niveles de materia organica, 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).

El analisis del pasto.

Las concentraciones de los minerales en el pasto (tabla 2.2.5), muestran que en el periodo lluvioso
el 44 y 11 % de las muestras de pasto estaban deficientes en P y Ca respectivamente, mientras en
el periodo poco lluvioso se diagnosticod el 31% de las muestras deficientes en P; pero no se
apreciaron deficiencias de Ca, éste tuvo una diferencia significativa (P < 0.05) en los sus niveles a
favor del periodo poco lluvioso. El 100 % de las muestras de Mg y K en ambos periodos
estuvieron por encima de los niveles criticos establecidos.

En ambos periodos, los resultados de este estudio son coincidentes para en el Ca y el Mg y
superiores en el caso del Py el K a los reportados en varias empresas de la region occidental de

Cuba (Gutiérrez et al., 2006).

Tabla 2.2.5: Composicién mineral (X+ DE) del pasto en 4 unidades de la zona centro sur de
Villa Clara.

. Periodos
* X
Variables LC Lluvioso* Poco Lluvioso *

Ca % <0.30 0.45+0.10° 0.57 £0.07°
P % <0.25 0.24 +0.02° 0.23 +0.02°
Mg % <0.20 0.23 +0.05 0.27 + 0.02°
K % <0.80 2.18 £ 0.30% 227+0.18°
Cu ppm <10 498 +2.01° 5.63+1.20°
Fe ppm <50 57.45 + 8.89° 54.41 +6.78°
Zn ppm <30 33.57 +£5.68° 36.03 +2.39°
Mn ppm <40 43.42 + 6.68° 41.44 + 3.44°

Valores promedios con letras no comunes en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0.05).
* El numero de muestras para cada una de las épocas es de n = 18.
* * Los niveles criticos basaron en las siguiente referencias: NRC (2001 y McDowell et al., 2005).
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En el periodo lluvioso se aprecid deficiencias de Mn y Zn en el 38 y 33% de las muestras
analizadas respectivamente; en cambio, en el periodo poco lluvioso se detectd que en el 27% de
casos existid deficiencia del primero, mientras el segundo se encontraba dentro de los parametros
normales. Los resultados obtenidos en estos dos minerales contrastan con los reportados en la
Florida, donde las concentraciones de los mismos en el pasto se encontraban dentro de los
parametros normales de referencia (McDowell, 2000).

En el caso del Fe, en ambos periodos el 100 % de las muestras presentaron valores normales; la
deficiencia férrica es rara debido a que los forrajes generalmente poseen un volumen adecuado de
dicho mineral (McDowell et al., 2005).

En los dos periodos el 100 % de las muestras de pastos estaban deficientes en Cu, con valores
inferiores al limite critico, con concentraciones superiores en el periodo seco, debido a la madurez
de la planta. Las gramineas tropicales presentan grandes variaciones en su contenido de Cu y
contienen por termino medio de 5-8 ppm (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 fluctuado entre 3.5 y 6.2 (Mufarregue et al., 1985; Mc Dowell
y Valle, 2000; McBride y Cherney, 2004; Ndebele et al., 2005).

Los resultados de este trabajo se corresponden ademds con los obtenidos en Cuba donde se han
reportado el 100% de las muestras deficientes (Gonzalez et al., 1984; Vazquez, 1992); pero
contrastan con los alcanzados en varias empresas de la zona occidental, donde los pastos
presentaban adecuado contenido de Cu (Gutiérrez et al., 20006).

Est4d demostrado que los pastos cuyo contenido de Cu fluctia entre 3 y 5 ppm, como los reportados
en este estudio, no cubren los requerimientos de este mineral en la especie bovina y pueden
explicarse por la carencia del mismo en el suelo (Arthington y Brown. 2005), lo que se refleja en la
estimacion del balance de nutrientes en vacas y novillas (figuras 2.2.1 y 2.2.2), ndtese que en el
periodo lluvioso no se cubren los requerimientos de Cu, Zn y de PDIN, mientras que en el poco

lluvioso existen insuficiencias de PDIN, PDIE, EM, Cu y Zn para ambas categorias de animales.

El comportamiento reproductivo de los animales es afectado por las deficiencias de energia (Butler,
2000 a b) y proteinas (Lopez-Gatius et al., 2001); los efectos de las carencias de estos principios
inmediatos en el balance de nutrientes de hembras bovinas en pastoreo se han estudiado

previamente en Cuba, demostrandose que la deficiencia proteica puede ser resuelta mediante el
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establecimiento de sistemas silvopastoriles (Reinoso y Pino, 2003; Reinoso et al., 2005; Vargas,
2008) y el déficit energético, mediante la suplementacién con mieles de los animales; sin embargo,
éstas alternativas no resuelven las carencias minerales de los animales, especialmente de Cu, por lo

que son considerados el principal factor limitante de la productividad de los rebafios lecheros en

nuestro pais (Diaz et al., 1998)

Figura 2.2.1: Estimacién del consumo de nutrientes, expresado como porcentaje de los
requerimientos en vacas y novillas, en el periodo lluvioso.
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Figura 2.2.2: Estimacion del consumo de nutrientes, expresado como porcentaje de los
requerimientos en vacas y novillas, en el periodo poco lluvioso.
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El resultados de la investigacion del perfil mineral (tabla 2.2.6) muestra que los animales
presentaban valores promedios de cupremia tanto en las vacas como en las novillas, inferiores a los
11.77 umol/L, valor considerado el limite critico de deficiencia para la especie (Alvarez, 2001;

McDowell, 2005).

Tabla 2.2.6: Valores (x+ DE) de los parametros hemoquimicos evaluados en las hembras
bovinas investigadas de 4 unidades de la zona centro sur de la provincia de Villa Clara.

Macroelementos (mmol/L) Microelementos (umol/L).
Ca | P | Mg | Na | K Zn | Cu | Fe
Novillas.

Media 2.43% 1.99% 0.90* 136.3? 4.60° 14.73% 11.17° 18.31°
DE 0.11 0.13 0.07 5.24 0.39 1.95 1.02 2.88
Vacas.

Media 2.34° 1.92% 0.86° 136.6° 4.52% 16.36° 10.94° 23.77°
DE 0.12 0.21 0.06 5.08 0.37 2.42 1.35 3.11

Valores promedios con letras no comunes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05).

Se aprecio que el mineral mas deficiente en los animales fue el Cu (p< 0.001), siguiéndole el Mg,
Zn y Fe (figura 2.2.3); resultados similares han sido obtenidos por otros autores en Cuba, donde la
deficiencia de Cu se ha diagnosticado distribuida en todo el pais (Fajardo et al., 2000; Pedroso,
2002), especialmente en la region central donde su alta prevalencia ha sido demostrada en trabajos

recientes (Gutiérrez, 2004; Garcia y Cuesta, 2004; Garcia et al., 2005).

Figura 2.2.3: Porcentajes de animales con valores deficientes en suero sanguineo de los
minerales estudiados.
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Los demas minerales (Ca, P, Mg, Na, Zn y Fe) se encuentran dentro de los parametros fisiologicos
de referencia para la especie (Radostits et al., 2000), Tanto el Ca como el Mg en las novillas
presentaron valores superiores (P < 0.05) a los de las vacas; lo que obedece a las pérdidas que
tienen estas ultimas durante la lactacion (Alvarez, 2001). En cambio en las vacas se diagnosticaron
valores de Fe superiores (P < 0.05) que en las novillas.

En otros paises la carencia de Cu estd ampliamente distribuida, un estudio conducido en México
demostro que el 67% de los animales presentaba hipocupremia (Gartenberg et al., 1990), resultados
similares se reportaron en Argentina (Ramirez et al., 1997; Cseh et al., 1998). En Norteamérica,
Europa y Asia la deficiencia de Cu ha sido reportada por varios autores (Dargatz et al., 1999;
Randhawa y Randhawa, 2002). Recientemente en la republica Checa se diagnostico la deficiencia
de Cu en el 28% de las vacas de leche, el 70% de los terneros, el 65% de las novillas y el 70% de
toros (Pavlata et al., 2005) y en el valle central de México, fundamentalmente en el periodo poco
lluvioso (Morales et al., 2007).

El estudio de las reservas hepaticas mostro valores promedio de Cu en tejido hepatico de 74.22 +
26.80 ppm; de los 25 animales estudiados el 60 % (15) presentaba hipocupremia y el 72 % (18),
presentaba concentraciones de Cu hepatico por debajo del nivel critico de deficiencia de 75 ppm
(Radostits et al., 2000), que confirma la existencia de una alta incidencia de hipocuprosis en los
rebafios estudiados.

Cuando se determind en forma de porcentaje la proporcion de animales considerando la relacion
entre las concentraciones de Cu hepatico y sanguineas, se encontr6é que el 70 % de los animales que
tenian cupremias normales presentd bajos niveles de Cu hepatico; de los animales hipocuprémicos
el 73.3% mostro niveles bajos de Cu hepatico y solo el 30% del total de los animales que tuvo
valores hepaticos 6ptimos presentaron valores normales en sangre.

Los valores de Cu en tejido hepatico obtenidos coinciden con los reportados en otros estudios en
Cuba, donde se han diagnosticado bajas reservas del mineral en higado, oscilando entre 25 ppm y
75 ppm en épocas de lluvia y sequia respectivamente (Gonzalez et al., 1984; Tarrero et al., 1988).
No se encontr6 correlacion (r = 0.044) entre los valores de Cu en suero sanguineo y en el higado,
coincidiendo con otros investigadores (Vermunt y West, 1994; Quiroz et al., 2003; Soler et al.,
20006).

Los indicadores reproductivos en las vacas (figura 2.2.4) mostraron que en el inicio del estudio los

rebafios contaban con el 31 % de las vacas gestantes, un 5 % de recentinas, 17 % de inseminadas y
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45 % de vacias como composicion reproductiva, la que difiere de lo planteado por otros autores
(Berry, 1997; Blanco, 1998, 2000) quienes expresan que los hatos lecheros debe tener mas de un 50
% de las vacas gestantes, un 20 % de recentinas, 25 % de inseminadas y menos de 5 % de vacias.

Figura 2.2.4: Estado reproductivo de los rebafios estudiados en el momento de la evaluacién
en el afio 2004.
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La evaluacion de los principales indicadores reproductivos de estos rebafios (tabla 2.2.7) mostré un
deterioro de los mismos en las novillas, con una elevada edad a la incorporacion, a la gestacion y al
primer parto de las mismas, 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 2.2.7: Valores (Xx+ DE) de la Condicion corporal y de los principales indicadores
reproductivos evaluados.

Indicadores reproductivos de las novillas en meses.

CC El EG G EP 1P

Media 3.3 32.11 41.06 8.84 50.05 18
DE 0.47 3.81 4.46 2.07 4.48 2.42

Indicadores reproductivos de las vacas en dias.
CC IPPI PS IPP 1
Media 2.97 163.9 222.06 503.17 2.38
DE 0.52 42.0 58.24 56.29 0.71

En las vacas la situacion no es menos desafavorable; tanto el IPPI, PS e IPP observados fueron
demasiado largos, atendiendo 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 optimos 60 a 70 dias; 85 a 90 dias y 365 a 395 dias para cada uno de ellos;
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ademas el indice de inseminacion pueden ser evaluado de malo (Fetrow et al., 1997; Blanco, 2000).
También los indicadores reproductivos evaluados en este trabajo 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)

El concepto de que el factor mas limitante es el que dicta la productividad (McDowell, 2005),
permite afirmar, segun los resultados de este experimento, que los indicadores anteriores son el
reflejo de la interaccion existente entre los bajos niveles de Cu en el suelo, que provocan la
deficiencia del mineral en el pasto, repercutiendo en el estado mineral de los animales, provocando
la hipocupremia diagnosticada en los animales trayendo consigo las alteraciones reproductivas
encontradas. Por otra parte son varios los reportes de la asociacion de la hipocuprosis con el bajo

desempefio reproductivo de los animales (Quintela et al., 1997; Loste et al., 2001).

2.2.4: Conclusiones.

Se demostré que en las unidades ganaderas de la zona centro sur de la provincia Villa Clara existe
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.
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Experimento 2: Efecto de la aplicacion parenteral de diferentes dosis de Cu sobre la
dinamica de las concentraciones séricas y hepaticas, actividad enzimaticay la residualidad
en leche.

2.3.1: Introduccién.

El experimento uno demostr¢ la alta incidencia de la deficiencia de Cu en la zona estudiada, lo que
indica la necesidad de desarrollar estrategias de suplementacion del mineral; en el mundo se han
venido utilizando para este fin, de manera masiva en areas afectadas las sales inyectables de Cu
(Fazzio et al., 2003). Estos farmacos poseen alta eficacia, evitan los efectos negativos de los
antagonistas en el tracto digestivo (Van Niekerk et al., 1994) y proporcionan los niveles adecuados
de Cu en los animales, sobre todo en los momentos de mayores demandas como son la produccion
y la reproduccion (Gee et al., 2000; Smith, 2003).

Los compuestos de Cu pueden provocar intoxicaciones agudas, ya que éstos tienen un margen de
seguridad relativamente bajo, particularmente en terneros y animales jovenes (Goldfrank et al.,
1998; EMEA, 1998); por otra parte, la presencia del Cu en los productos lacteos, constituye un
tema de actualidad debido a la contaminacion de la cadena tréfica involucrada y a los dafios que
ocasionan a la salud publica, pudiendo ser muy toxico concentraciones altas (Mubbasher et al.,
2003).

Sin embargo, aunque existen reportes de casos de intoxicacién cuprica por estos compuestos
inyectables, no existen en la literatura estudios de forma controlada sobre los efectos toxicos y
residuales de la administracion de los mismos en la especie bovina.

Por lo que nos proponemos como objetivo determinar la dosis parenteral de Cu que restablezca las
concentraciones séricas y hepaticas en animales hipocuprémicos sin provocar efectos toxicos sobre

el higado ni residualidad en la leche.

2.3.2: Materiales y Métodos.

Se utilizaron 45 vacas del genotipo racial Siboney de Cuba con deficiencia sérica de Cu (< 11.77
umol/L), una CC entre 3 y 4, clinicamente sanas, segiin dianostico clinico practicado previamente
que incluy6 ademas anélisis complementarios como la determinacion de hemoglobina, hematocrito
y estudios coprologicos para diagnosticar la presencia o no de parasitos, especialmente el
trematodo Fasciola hepatica; los criterios de inclusion y exclusion estan descritos en materiales y

métodos generales.
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En la primera etapa se utilizaron 20 animales en produccion lactea, con una edad promedio entre 6
y 7 afios, entre segunda y tercera lactancia y 90 - 120 dias de lactacion con una produccioén
promedio de 5.2 L vaca™ dia™, divididos en cuatro grupos de tratamientos de 5 vacas cada uno; que
recibieron 25, 50 y 100 mg de Cu, ademas de un grupo utilizado como control sin suplementacién
cuprica, con los cuales se realizdo una dinamica de la cupremia antes y cada 5 dias posterior al
tratamiento durante dos meses, determindndose la maxima concentracion sérica de Cuy el tiempo
de declinacion de estos valores. A los 60 dias se realiz6 un muestreo final, para determinar la
aparicion o no de hipocupremia dentro de este periodo. En las vacas donde se aplicaron 100 mg de
Cu se realizé un estudio en dindmica durante un mes sobre la residualidad de este elemento en
leche.

En la segunda etapa se utilizaron 25 animales destinados al sacrificio por baja produccion lactea,
con una edad promedio de 6 afos, divididos en 5 grupos experimentales de 5 vacas cada uno;
evaluandose la influencia del suministro de 25, 50,100 y 200 mg de Cu, sobre las reservas y
enzimas hepaticas; utilizandose ademds un grupo control, sin suplementaciéon con Cu. Para
determinar las concentraciones de Cu en higado de cada grupo de tratamiento se sacrificaron los
animales a los 5 dias de aplicado el producto, coincidiendo con el pico de cupremia determinado en
la etapa anterior. Previo al sacrificio de los mismos se les tom6 muestras de sangre para determinar
las enzimas hepaticas.

Posterior a la administracion se realizaron exploraciones clinicas frecuentes y continuas (cada 12
horas) hasta el sacrificio de los animales e incluyeron el estado general del animal, de la piel, las

mucosas, y los demads eventos clinicos para diagnosticar manifestaciones de intoxicacion cuprica.

Toma de muestras y procedimientos analiticos.

La toma de muestras de sangre e higado, las determinaciones de Cu en las mismas y el sacrificio de
los animales se realizaron seglin las metodologias descritas en materiales y métodos generales.

La toma de muestras de leche se efectué segin las norma ISO 707 (1997), en tubos de ensayos
esterilizados y desmineralizados; en ninguna parte del proceso de colecta y andlisis se utilizaran
instrumentos metalicos. Las determinaciones de Cu en la leche se realizaron por
espectrofotometria de absorcién atomica en un equipo SP-9 de la firma PYE UNICAM, segin
los procedimientos del fabricante. El procedimiento seguido en la preparacion de las muestras fue

el recomendado por Miles et al. (2001).
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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.

Procesamiento estadistico de los resultados.

Se emple6 fundamentalmente el paquete estadistico STATGRAPHICS VER 5.0. Se calcularon los
estadisticos descriptivos para todas las variables; en los diferentes momentos en que fueron
evaluadas las dosis de Cu durante la dindmica del mismo en sangre, las concentraciones del
microelemento en el higado y los valores de las enzimas hepaticas empleandose un analisis de
varianza de clasificacion simple (ANOVA), previa comprobacion de los supuestos de base,
aplicandose la prueba LSD para la comparacion de las medias. Se realizé un analisis de regresion y
correlacion lineal simple en la dinamica de la cupremia en funcion del tiempo, asi como entre las

dosis de Cu aplicadas y las concentraciones de Cu en suero sanguineo y tejido hepatico.

2.3.3: Resultados y Discusion.

La dindmica del Cu en suero sanguineo de los animales en estudio (figura 2.3.1) mostré durante
todo el experimento en el grupo control valores hipocuprémicos. En los animales tratados con 25
mg de Cu, la cupremia alcanzan sus valores maximos a los 5 dias post tratamiento, aunque son
inferiores a los 11.77 pumol/L, limite inferior de los parametros fisioldgicos de referencia e
indicativo de hipocupremia (Alvarez, 2001; McDowel, 2005), sin diferencias estadisticas entre las
concentraciones de Cu séricas de los mismos y los utilizados como controles, lo que indica que esta
dosis resulta insuficiente para restablecer los niveles de Cu séricos.

En los grupos tratados con 50 y 100 mg de Cu se incrementaron las concentraciones de este
microelemento en suero sanguineo hasta alcanzar los valores fisiologicos de la especie bovina

sugeridos por los autores citados anteriormente, alcanzandose el pico maximo de cupremia a los 5
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dias post tratamiento, sin diferencias estadisticas entre estas dosis, que difieren (p < 0.05) en todos

los momentos de los tratados con 25 mg y los controles.

Figura 2.3.1: Dinamica de los valores de Cu en suero sanguineo de animales tratados con
diferentes dosis de Cu por via parenteral.
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Posterior al pico maximo, la cupremia se estabiliza y comienza a descender a partir del dia 15,
encontrandose desde este momento un decrecimiento altamente significativo (p < 0.0001) en los
valores de Cu séricos en la medida que transcurren los dias posteriores al tratamiento en las dosis
de 50 (r=-0.975) y 100 mg (r = - 0.952). Situacioén similar se verificod en el grupo tratado con 25
mg de Cu aunque menos significante (p < 0.01) y (r = - 0.511). En el grupo control no se
apreciaron descensos significativos de los valores de Cu en suero sanguineo al transcurrir los dias

del estudio (figura 2.3.2).

A los 55 dias posteriores al tratamiento en los animales que recibieron 50 y 100 mg de Cu, los
valores de este elemento en suero sanguineo se encontraban dentro de los parametros fisiologicos
para la especie. Sin embargo, como consecuencia del decrecimiento experimentado a los 60 dias se
encontraron cupremias de 10.54, 10.67, 11.63 y 11.66 pmol/L, en los grupos tratados con 0, 25, 50

y 100 mg respectivamente.
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Figura 2.3.2: Correlacion entre los valores de Cu en suero sanguineo en las diferentes dosis de
cobre aplicadas y el tiempo transcurrido posterior al tratamiento entre los dias 15 y 60 del
estudio.
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El ritmo de descenso promedio de la cupremia en cada muestreo fue en el grupo tratado con 50 mg
de 0.17 umol/L, mientras que en el grupo que recibié 100 mg fue de 0. 24 umol/L. Estos resultados
demuestran, por un lado la eficacia del tratamiento aplicado para incrementar las concentraciones
de Cu en sangre y por otro, que a partir de los 60 dias ya estos valores se vuelven de nuevo

hipocuprémicos lo que nos posibilita repetir la cuproterapia parenteral a partir de este momento.

Se encontrd correlacion positiva y significativa (P < 0.05); entre la dosis de Cu inyectada y las
concentraciones de Cu en el suero sanguineo al quinto dia post tratamiento (r = 0.90 y R* = 0.81),
coincidiendo con el pico de cupremia en los animales y al decimoquinto dia (r = 0.89 y R*= 0.80),
momento en que comienzan a declinar las mismas, lo que demuestra que a medida que se
incrementd la dosis de Cu administrada, se produjo un incremento significativo en las

concentraciones de este microelemento en sangre (figuras 2.3.3 y 2.3.4).
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Figura 2.3.3: Correlacion entre la dosis aplicada y las concentraciones de Cu en suero
sanguineo al quinto dia post tratamiento.
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Figura 2.3.4: Correlacion entre la dosis aplicada y las concentraciones de Cu en suero
sanguineo al decimoquinto dia post tratamiento.
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Los resultados alcanzados 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; aument6 (P < 0,01) las concentraciones de Cu en suero sanguineo (Balbuena et al.,
1999 y Castelli et al., 2001). En Cuba, con la administracion de Cu por via parenteral en vacas
gestantes, se incrementaron (P < 0.001) las concentraciones de Cu en suero sanguineo (Garcia et
al., 2007).

La dinamica de las concentraciones promedio de Cu en suero sanguineo y en la leche de los

animales tratados con 100 mg de Cu por via parenteral (figura 2.3.5) mostré que ain cuando los
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valores de la cupremia aumentaron de manera significativa, las concentraciones del Cu en leche no
se incrementan; encontrandose éstas dentro de los pardmetros normales de referencia para la
especie bovina de 2.8 - 3.2 pmol/L (Grace y Wilson, 2002); por lo cual, se cumple con la norma
que establece en 8.55 umol/L los limites maximos tolerables establecida por otros autores
(Muntean et al., 2004; Rodriguez et al., 2005). Estos son los primeros reportes sobre el contenido

de Cu en la leche bovina en Cuba, lo que constituye un aporte de este trabajo en el ambito nacional.

Este estudio no demostrd relacion entre las concentraciones Cu en sangre y en la leche (r = 0.035),
estando en correspondencia con un trabajo precedente donde no se aprecié correlacion entre las

concentraciones de Cu en suero sanguineo y en el calostro de las vacas (Pavlata et al., 2004).

Figura 2.3.5: Dindmica de los valores de Cu en el suero sanguineo Yy la leche de vacas
tratadas con 100 mg de Cu por via parenteral.
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El curso de la intoxicacion posterior al tratamiento parenteral del Cu es hiperagudo, con la
posiblidad de que aparezca la sintomatologia clinica de la misma (Fazzio et al., 2003); sin
embargo, la administracion tnica de diferentes concentraciones Cu por via subcutdnea, no provoco
manifestaciones clinicas de toxicidad en los animales dentro de los 4 dias posteriores al tratamiento
o periodo de observacion, efectuado mediante las exploraciones clinicas frecuentes y continuas, lo
que fue confirmado por los hallazgos macroscopicos de la necropsia (anexo 10), al no observarse

las lesiones caracteristicas de esta intoxicacion sefialadas por Jubb y Kennedy, (2007).
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Las concentraciones de Cu en el higado (figura 2.3.6) no muestran diferencias estadisticas entre el
grupo control y el tratado con 25 mg de Cu, evidenciando el estado de hipocuprosis de los animales
utilizados como testigos y que 25 mg resultan insuficientes para restablecer su concentracion en el
organo de reserva, encontrandose diferencias (p < 0.05) entre los valores obtenidos en los mismos y
los alcanzados en los restantes grupos (50 y 100 mg de Cu), con los que se logran incrementar los
valores de Cu en el tejido hepatico hasta los niveles normales para la especie bovina (Radostits et

al., 2000), sin diferencias entre ellos.

Figura 2.3.6: Comportamiento de las concentraciones de Cu en tejido hepéatico de animales
tratados con diferentes dosis de una formulacién inyectable de CuSO,.
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En el grupo tratado con 200 mg los tenores de Cu en tejido hepatico ascendieron hasta 365.15 ppm,
valor que también estd dentro de los parametros establecidos por los autores citados anteriormente
y muy inferior a las 600 ppm, valor indicativo de intoxicacion (Miranda et al., 2000); esto puede
deberse a que cuando se incrementan los depodsitos hepaticos de Cu por la aplicacion de
inyecciones del mismo, se produce una mayor sintesis de Cp, que ayuda a mantener la
concentracion requerida, al transportar la parte excedente desde la célula hepatica hacia otros

tejidos (Lopez-Alonso et al., 2005).
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Estos resultados corroboran los alcanzados en estudios anteriores donde la aplicacion de Cu
parenteralmente incremento las reservas hepaticas del mismo en los animales tratados, las que se
mantuvieron elevadas atin después de transcurridos 90 dias de la aplicacion (Quiroga et al., 1995).
En el experimento se encontré una correlacion positiva (P < 0.05) entre la dosis inyectada y las
concentraciones de Cu en higado (r = 0.95 y R* = 0.90, que indica que en la medida que se
incrementd la dosis de Cu administrada, se produjo un incremento significativo de sus
concentraciones en tejido hepatico (Figura 2.3.7); contrastando con lo planteado por otros autores

(Bulgin et al., 1986).

Figura 2.3.7: Correlacion entre la dosis aplicada y las concentraciones de Cu en tejido
hepatico.
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Los resultados comparativos entre los grupos estudiados y tratados con diferentes dosis de Cu
(tabla 2.3.1) no mostraron diferencias estadisticas significativas entre ellos para las enzimas ASAT,
ALAT, GLDH y ALP; las que se encuentran dentro de los parametros fisioldgicos para la especie
(Kaneko et al., 2002), y son similares a los reportados para algunas razas bovinas pertenecientes a
la especie B. taurus en condiciones tropicales (Villa et al., 1999; Lago et al., 2004; Sanchez et al.,
2004; Campos et al., 2007).
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Tabla 2.3.1: Comportamiento de las concentraciones de las enzimas hepaticas (¥+ EE) de
animales tratados con diferentes dosis de una formulacion inyectable de CuSO..

Dosis |n | ALAT (UI/L) ASAT (UI/L) GLDH (UI/L) ALP (UI/L)

Omg. |5 38.92 + 2.36 6934+ 7.10 4.07+0.17 143.66+ 13.19
25mg. |5 39.18 + 0.78 65.06 + 2.45 4.07 + 0.04 138.62 +7.33
50mg. | 5 39.94 +2.72 7731 +7.78 413£0.12 150.22 + 14.26
100 mg. | 5 38.16+ 1.79 73.23 + 3.38 414 £0.07 142.73 + 15.26
200 mg. | 5 384+ 1.84 73.75 £ 2.35 413 £ 0.07 145.09 + 6.15

Los niveles en suero sanguineo para las enzimas ASAT y ALAP 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 b; 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 7 razas
especializadas en la produccion de leche en condiciones tropicales se demostré que las vacas

holstein mostraron los menores valores (P < 0.05) para estas enzimas (Campos et al., 2007)

Por otra parte los autores mencionados realizaron las determinaciones utilizando un método
colorimétrico y todo el procedimiento manual, en este estudio se empleo una metodologia
diferente, mas moderna (método cinético U V optimizado por la IFCC) y los procedimientos son

completamente automatizados, lo que sin dudas debe haber influido en los resultados.

Los valores obtenidos en la bilirrubina, otro importante indicador de funcionamiento hepatico
(tabla 2.2.2), se encuentran dentro de los pardmetros fisiologicos para la especie bovina (Kaneko et
al., 2002); sin diferencias estadisticas significativas entre los animales tratados con diferentes dosis
de Cu. Resultados similares han sido reportados para en bovino lechero en el tropico (Campos et

al., 2007).
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Tabla 2.3.2: Valores de las Bilirrubinas (¥ + EE) de animales tratados con diferentes dosis de

una formulacion inyectable de CuSOs,.

Dosis BT (umol/L). BD (umol/L). Bl (umol/L).
0 mg. 10.40+1.19 4.56 +0.35 5.84+1.04
25 mg. 10.42+0.42 4.63 +£0.31 5.76 £ 0.63
50 mg. 10.41 £0.39 4.80 +0.30 5.45+0.49
100 mg. 10.88 +0.60 436 +0.21 6.53 £ 0.60
200 mg. 10.34 £ 0.27 4.74 +£0.28 5.60+0.36

Los resultados de las determinaciones de las enzimas hepaticas y la bilirrubina, permiten afirmar
que las concentraciones de Cu empleadas no provocan alteraciones del funcionamiento hepatico,
permitiendo descartar afecciones agudas del 6rgano posteriores a la administracion del producto. El
higado es vulnerable a la intoxicacion aguda con Cu, aproximadamente en 24 horas las tres cuartas
partes del Cu disponible ingresa al mismo; este rapido ingreso provoca los sintomas de toxicidad,
dafios hepaticos caracterizados por alteraciones enzimadticas del organo e incluso la necrosis
hepatica severa (Atkinson et al., 2004).

La intoxicacion aguda por Cu en ovinos posterior a la administracion parenteral de compuestos de
Cu se acompafio por un aumento de la fosfatasa alcalina (ALP) y las bilirrubina total y directa
(Uzal et al., 1992; Robles et al., 1993); en ovinos alimentados con camas de pollos con alto
contenido de Cu se diagnosticaron valores elevados de la ALAT y ASAT, evidenciando
alteraciones marcadas en el tejido hepatico (Canton Castillo et al., 1994; Vivas, 2002).

El consumo por tiempo prolongado (7 meses) de elevados niveles de gallinaza en la dieta, con alto
contenido de Cu aumentd los valores de la ASAT, ALAT y las Bilirrubinas por encima de los
valores normales de referencia para la especie y provoco necrosis hepatica leve y moderada (Pérez,

2004).
2.3.4: Conclusiones.
Las dosis de 50 y 100 mg de Cu por via parenteral son 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.
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2.4: Experimento 3: Estudio de la relacion entre los valores de la cupremia y los indicadores
reproductivos de la hembra bovina.

2.4.1: Introduccioén.

En nuestro pais los rebafios bovinos se caracterizan por presentar diferentes trastornos
reproductivos, entre los que caben destacar, la baja tasa de concepcion al primer servicio con
elevado nimero de servicios por concepcion, elevados intervalos parto concepcion y parto-parto,
asi como una alta incidencia de estros perdidos y de anestros; situaciéon que fue corroborada en el
primer experimento de este trabajo. Estos problemas son una de las principales causas de
infertilidad y provocan un retraso en el proximo ciclo reproductivo (Stevenson et al., 2000).

Se han sefalado como los factores de riesgo mas importantes a presentar trastornos reproductivos a
los problemas postpartum (Grohn y Rajala-Schultz, 2000; Chebel et al., 2004), inadecuados
programas de manejos y alimentacion que conducen a un deficiente aporte de energia (Landau et
al., 2000), deficiencia proteica (Lopez-Gatius et al., 2001) y las deficiencias minerales,
especialmente la de Cu (Pedroso y Roller, 1997; Cordova et al., 2002; Pedroso, 2005).

Sin embargo, la deficiencia de Cu como factor de riesgo para los trastornos reproductivos no ha
sido revaluada en rebafios comerciales; desconociéndose el grado de relacion entre la cupremia y
los indicadores reproductivos de la hembra bovina lechera y en que niveles de la misma se
establece dicha asociacion, al no haber sido cientificamente probada.

Por ello el objetivo de este experimento es demostrar si existe correlacion entre los valores de la
cupremia y los indicadores reproductivos de las hembras bovinas con cupremia espontanea e

inducida.

2.4.2: Materiales y Métodos.

Disefio experimental.

Este experimento se desarroll6 en el periodo lluvioso (Junio-Noviembre), con animales procedentes
de 3 centros de novillas y 5 vaquerias de la zona de estudio, todos bajo las mismas condiciones de
alimentacion y otros factores de manejo. El estudio se dividi6 en dos partes o etapas; en la primera
se realizo la evaluacién espontdnea y en la segunda, de forma experimental, valorandose la

relacion entre los niveles de Cu séricos y los indicadores reproductivos en la hembra bovina.
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En la espontanea se realizd un estudio de riesgo relativo de padecer los trastornos reproductivos
siguientes: anestro, repeticion de servicio y problemas reproductivos totales (la sumatoria de
ambos) en animales hipocuprémicos; el mismo involucrd a 239 hembras bovinas lecheras de los
rebanos mencionados. Las consideraciones sobre hembras ciclicas, anéstricas y repetidoras del
servicio fueron descritas en materiales y métodos generales.

Ademas, se seleccionaron de manera aleatoria y utilizaron 100 novillas y 40 vacas de los rebafios
estudiados, evaludndose los niveles séricos de Cu y los indicadores reproductivos siguientes: EI,
IIG, IIP y la EP, todos ellos en las novillas y en las vacas, el IPPI, PS, IPP e II, estableciéndose la
correlacion entre estos y los valores de la cupremia.

En la etapa experimental se procedio a evaluar la relacion entre los niveles de Cu séricos y los
indicadores reproductivos citados anteriormente, ademds de los porcentajes de presentaciones de
celo y de gestaciones. Para esto, se diagnosticaron y estudiaron 80 vacas con deficiencia sérica de
Cu, con una edad comprendida entre 6 y 7 afios, una CC entre 3 y 4 y un periodo de espera
voluntaria (PEV) de 60 dias.

Las vacas se dividieron y conformaron 4 grupos experimentales y homogéneos, de 20 animales
cada uno, que fueron tratados con una formulacion de CuSO4 (2.5%), inyectada subcutaneamente,
repitiendo dicha inyeccion cada dos meses hasta completar tres aplicaciones, en dosis de 25, 50 y
100 mg de Cu, utilizdndose ademas un grupo control; se evalud el efecto de la suplementacion
ctprica sobre los niveles séricos (evaluados al inicio y a los 30 dias del Gltimo tratamiento) y los
indicadores reproductivos, estableciéndose las correlaciones entre la cupremia después del
tratamiento y estos indicadores.

Las metodologias para la deteccion del celo e inseminacion artificial, los analisis de riesgo relativo,
la toma de muestras de sangre, las determinaciones de Cu en suero sanguineo, los exdamenes
ginecoldgicos, la evaluacion de los indicadores reproductivos, asi como los criterios de inclusion y

exclusion estan descritos en materiales y métodos generales.

Procesamiento estadistico de los resultados.

Se empleo el paquete estadistico STATGRAPHICS VER 5.0. Se realiz6 un analisis de correlacion
lineal simple entre los niveles de Cu en suero sanguineo y los indicadores reproductivos. Se
calcularon los estadisticos descriptivos para todas las variables; la comparacion de los tratamientos

en los indicadores reproductivos y la cupremia se realizd mediante un andlisis de varianza de
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clasificacion simple (ANOVA) previa comprobacion de la homogeneidad de varianzas de los
tratamientos, aplicandose la prueba SNK para la comparacion de las medias; en el caso de los

niveles de Cu post tratamiento se tomo en cuenta el estado inicial de los mismos como covariable.

2.4.3: Resultados y Discusion.

El estudio del riesgo relativo demostré que la hipocupremia constituyé un factor de riesgo
significativo (p < 0.0001) para los trastornos reproductivos, verificandose indices de riesgos para
el anestro de 4.93 (IC 95 % 2.76 - 8.69), para la repeticion de servicio de 2.52 (IC 95% 1.78 -
3.54) y para la sumatoria de ambos 3.23 (IC 95% 2.39 - 4.36), que indican que los animales
hipocuprémicos tienen mas posibilidades de padecerlos que los normocuprémicos; estos resultados
permiten afirmar que existe una relacion directa entre la hipocupremia y la presentacion de estos
trastornos reproductivos (figura 2.4.1). Considerando la informacion disponible, pudiera ser éste el
primer reporte sobre la magnitud real de estos riesgos, proporcionando con ello un aporte al estudio

de esta enfermedad carencial y sus implicaciones sobre la actividad reproductiva.

Figura 2.4.1 Riesgo relativo de los trastornos reproductivos estudiados en hembras bovinas
hipocuprémicas.

Indice de Riesgo

Anestro Repeticion de servicio Problema total

Trastornos reproductivos.

Los resultados del célculo del riesgo atribuible (RA), fraccion etioldgica (FE) y fraccion etiologica
de la poblacion (FEP) se exponen en la figura 2.4.2; los valores del RA indican que el 63% de los
casos de anestro, el 49% de los de repeticion de servicio y el 55% de la sumatoria de ambos dentro

de poblacion total estan determinados por la hipocupremia. La FE observada revela que el 79, 60

67



y 69% de cada uno de ellos respectivamente, dentro de los hipocuprémicos estan asociados a este
factor de exposicion. La FEP encontrada representa que se puede obtener una reduccion del 74, 51
y 61% de los casos de cada trastorno reproductivo en la poblacion si se aplica el tratamiento

correctivo de la hipocupremia.

Figura 2.4.2: Valores del RA, FE y FEP para los trastornos reproductivos en hembras
bovinas hipocuprémicas.
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Trastornos reproductivos.

Estos resultados son de gran interés practico, pues la interpretacion adecuada de los mismos servira
de base para instaurar el tratamiento correctivo de la hipocupremia, con el que se alcanzaria un
efecto inmediato productivo y econdémico, motivado por el aumento del comportamiento
reproductivo de los rebafios, disminuyendo los costos por tratamientos hormonales de estos
trastornos; como ha sido recomendado por otros autores (Ballantine et al., 2002; Daugherty et al.,
2002)

Al realizar el estudio de la correlacion entre el nivel de Cu sanguineo con los indicadores
reproductivos en la novillas, se aprecia la influencia negativa de la deficiencia de Cu sobre el
desempefio reproductivo de esta categoria; provocando un incremento de la edad a la

incorporacion, intervalo incorporacion gestacion, incorporacion parto y la edad al parto.

En la novillas se demostr6 una correlacion negativa y altamente significativa (p < 0.0001) entre la
cupremia y la edad a la incorporacion (r = — 0.5434), intervalo incorporacién gestacion (r = —
0.8212), incorporacioén parto (r = — 0.8266) y la edad al primer parto (r = - 0.7308), lo que
evidencia que a medida que se increment6 el nivel de Cu sanguineo se encontraron indicadores

reproductivos mas satisfactorios (figura2.4.3).
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Figura 2.4.3: Correlacion espontanea entre los niveles de Cu en sangre y los indicadores de
eficiencia reproductiva evaluados en las novillas.
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La correlacion espontanea entre los niveles de Cu séricos y los indicadores reproductivos
evaluados en las vacas demuestra que existidé una correlacion negativa y altamente significativa (p
< 0.0001) entre la cupremia y el intervalo parto-primera inseminaciéon (r = — 0. 5607), periodo de
servicio (r =— 0.7734), y el intervalo parto-parto (r =— 0.7736), esto indica que en la medida que el

Cu sanguineo se increment6 estos indicadores mostraron mejor comportamiento (Figura 2.4.4).

69



Figura 2.4.4: Correlacion espontanea entre los niveles de Cu en sangre y los indicadores
reproductivos evaluados en las vacas.
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La figura 2.2.5 muestra que en las vacas existié una correlacion negativa y altamente significativas

(p <0.001) entre la cupremia y el indice de inseminacion (r = — 0. 5408).

Figura 2.4.5: Correlacion espontanea entre los niveles de Cu en sangre y el indice de
inseminacion (I1) en las vacas.
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El estudio de la relacion experimental o inducida mostrd que la administracion de diferentes dosis
de Cu en animales hipocuprémicos tuvo un efecto beneficioso sobre los niveles de Cu en suero

sanguineo y los indicadores reproductivos de los animales tratados (tabla 2.4.1).

Tabla 2.4.1: Efecto de la administracion de diferentes concentraciones de Cu sobre la
cupremia y algunos indicadores reproductivos.

. Tratamientos (mg) -
Parametros 0. 25, 50, 100, EE (¥)
Cobre sérico (umol/L) 10.84 € 10.66 © 12.96° 13.79% [+ 016
Intervalo parto - Ira 1884° | 1712° | 1353° | 1248° |+ 835"
inseminacion (Dias)

Periodo de servicio (Dias) 227.2° 2234° 152.9° 1355* |+ 893
Intervalo parto-Parto (Dias) 508.9° 503.4° 4358 ° 4164° |+ 897
Presentaciones de celos (%) 30°¢ 60 ° 90 * 90 * -
Gestaciones (%) 20° 20° 89° 89° -

Valores promedios con letras no comunes en la misma fila indican diferencias significativas.
*  Nivel de significacion (p < 0.05).

** Nivel de significacion (p <0.01).

*** Nivel de significacion (P <0.001).

Se comprobd que en el grupo control al final del experimento los animales mantuvieron su estado
carencial, con bajos valores de cupremia y un pobre desempefio reproductivo, caracterizado por
largos intervalos parto-primera inseminacion, parto-concepcion, parto-parto y bajos porcentajes de
presentaciones de celo y de gestaciones, éstos indicadores estan en correspondencia con los
reportados en otros estudios desarrollados en nuestro pais en similares condiciones de produccioén
(Reinoso, 2000; Reinoso y Pino, 2003; Lima et al., 2003; 2007).

Los animales tratados con 25 mg de Cu, solo presentaron diferencias estadisticas (p <0.05) con el
grupo control en el porcentaje de presentaciones de celo, no influyendo sobre los demas
indicadores reproductivos; demostrando que el tratamiento de los animales con esta dosis del
mineral resulta insuficiente para restaurar los niveles de Cu en suero sanguineo y mejorar los
indicadores reproductivos.

Los mejores resultados se obtuvieron en los grupos tratados con 50 y 100 mg de Cu, con los que se
alcanzaron los valores normales de cupremia para la especie bovina (Alvarez, 2001; McDowell,
2005) y una mejoria ostensible de los indicadores reproductivos evaluados; sin diferencias

estadisticas significativas entre ellos; sin embargo, con respecto a los grupos controles y tratado
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con 25 mg de Cu difieren significativamente (p < 0.05) para los porcentajes de celo, (p <0.01) para
el intervalo parto primera inseminacion y (P < 0.001) para los niveles de Cu en suero sanguineo, el
periodo de servicio y el intervalo parto-parto, corroborando los resultados alcanzados en trabajos

anteriores (Walter y Marro, 2003; Garcia y Cuesta, 2004)

Se encontrd una correlacion positiva y altamente significativa entre la dosis de Cu inyectada y los
niveles de Cu séricos y negativa y altamente significativa entre esta y el IPPI, PS e IPP (tabla
2.4.2) y ello permite explicar el hecho de que los mejores resultados en la suplementacion sobre los

indicadores reproductivos se alcanzaran con 50 y 100 mg de Cu.

Tabla 2.4.2: Anélisis de correlacion para medir la influencia que ejerce la dosis de Cu
inyectada sobre las concentraciones de Cu séricas y los indicadores reproductivos evaluados.

Relacion Coeficiente de correlacion (r) Significacion estadistica
Dosis- Cobre — 0.8089 p <0.0001
Dosis- IPPI —0.5430 P <0.001
Dosis-PS —0.6635 p <0.0001
Dosis-IPP —0.6659 p <0.0001

El estudio del riesgo relativo para la presentacion del anestro y la repeticion de servicio en animales
expuestos al tratamiento con diferentes concentraciones de Cu, demostré que 25 mg del
microelemento no poseen efecto sobre dichos trastornos, obteniéndose indices de riesgos para el
anestro de 1.06 (IC 95% 0.79 — 1.41), para la repeticion de servicio de 1.16 (IC 95 % 0.73- 1.84) y
para la sumatoria de ambos de 1.03 (IC 95 % 0.72 — 1.47). Sin embargo, 50 y 100 mg de Cu si
mostraron un efecto protector significativo para el anestro (p < 0.0001), con indices de riesgos de
0.12 (IC 95 % 0.03 — 0.47) en ambos casos; para la repeticion de servicio fueron de 0.80 (IC 95 %
0.40 — 1.60) y 0.70 (IC 95 % 0.33 — 1.46). Estas dosis disminuyeron (P < 0.05) el riesgo para los
problemas reproductivos totales con valores de 0.53 (IC 95 % 0.29 — 0.96) y 0.46 (IC 95 % 0.24 —
0.89). Los resultados demuestran una disminucion del riesgo en todos los trastornos evaluados en la

medida que se aumentaron las concentraciones de Cu (figura 2.4.6).
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Figura 2.4.6: Variaciones del riesgo relativo para los trastornos reproductivos estudiados
(anestro y repeticion de servicio), segun las dosis de Cu aplicadas en la suplementacion.
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Se corrobora y prueba de manera experimental la asociacion entre la cupremia y el comportamiento
reproductivo y la eficacia del tratamiento con 50 y 100 mg de Cu por via parenteral para
incrementar las concentraciones de Cu en sangre y mejorar los indicadores reproductivos, y que los
animales tratados con Cu tienen menos posibilidades de padecer trastornos reproductivos que los

que no son suplementados con este mineral.

En los animales con cupremia inducida (figura 2.4.7), mediante la administracion de diferentes
dosis de Cu se demostr6 una correlacion negativa y altamente significativa (p < 0.0001), entre los
niveles de cobre en suero sanguineo y IPPI (r =— 0. 5671), PS (r =— 0. 6854) y el IPP (r =— 6804),
lo que indica que en la medida el Cu sanguineo se incremento, estos indicadores fueron mas

eficientes.
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Figura 2.4.7: Correlacidn entre los niveles de Cu en sangre posteriores al tratamiento con Cu
y los indicadores de eficiencia reproductiva evaluados en las vacas.
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Los resultados encontrados en las correlaciones tanto espontdnea como inducida entre la cupremia
y los indicadores reproductivos de las novillas y las vacas, que son los primeros estudios de este
tipo sobre el tema, segun la bibliografia disponible y consultada, demuestran que la correlacion se
establece en un rango de 9.8 = 1.0 a 14.0 £ 0.9 umo/L y permiten explicar los indices de riesgos
obtenidos para los trastornos reproductivos estudiados (anestro y repeticion de servicio) en
animales hipocuprémicos y en los tratados con diferentes dosis de Cu, asi como el efecto de éstas

sobre el comportamiento reproductivo, expuesto en la tabla 2.4.1.

Ademas, los valores de las correlaciones evidencian que a medida que se increment6 el nivel de Cu
sanguineo, disminuyeron los indicadores reproductivos, lo que trae como consecuencia que en
nuestros rebafios, donde existe una alta incidencia de la deficiencia de Cu (Garcia y Cuesta, 2004;
Pedroso, 2005) se eleve la edad al primer parto en las novillas disminuyendo el potencial lechero

de las mismas y del numero de crias y lactancias durante la vida 0til de nuestras vacas.
Estos resultados explican el bajo desempefio reproductivo observado en rebafios con deficiencia de

Cu, caracterizado por infertilidad, anestros, repeticion de servicios, estros irregulares, estros

silenciosos, abortos, retenciones de placentas e incremento en los dias abiertos y el periodo
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interpartal (Correa, 2000; Royal et al., 2000; Kendall et al., 2001; Kellogg et al., 2004; Ferguson et
al., 2004 a b). Estas consideraciones reafirman la importancia del Cu para el comportamiento
reproductivo de las hembras bovinas y permiten explicar los resultados alcanzados por otros
autores que han sefialado a la suplementacion ctiprica como uno de los métodos mas eficaces para
incrementar ¢l comportamiento reproductivo de las mismas (Ruiz et al., 1995; Kellogg et al., 2003;
Garcia et al., 2005; Garcia et al., 2007; Alvarez, 2007), aunque no se han identificado con exactitud

los mecanismos de accion (Ahola et al., 2005).

Se ha planteado que el Cu estd relacionado con la sintesis y secrecion de las hormonas
hipofisiarias, modulando la capacidad de liberacion de la hormona luteinizante (LH), por lo cual se
cree que la subfertilidad y otras alteraciones reproductivas son debidas a bajos niveles o inhibicion
en la sintesis de hormonas gonadotréficas, que provoca la no ocurrencia de la ovulacion, pobre
desarrollo del cuerpo luteo e insuficiente producciéon de P4 (Corbellini, 1998).

En tal sentido se ha informado una amplitud més baja de LH (P <0.05) en ganado con deficiencia
de Cu al compararlo con animales normocuprémicos (Phillippo et al., 1987; Xin et al., 1993). La
administraciéon de GnRH en ratas con tenores normales de Cu, aument? la liberacion de LH y FSH
hipofisiarias, en comparacion con las hipocuprémicas, posiblemente el Cu estimula los receptores

de GnRH en la hipofisis facilitando su accion (Kochman et al., 1997).

Numerosas investigaciones sugieren que el aumento del estrés oxidativo en animales
hipocuprémicos se asocia con la disminucion de la enzima antioxidante Cu/Zn-SOD, de la cual el
Cu es un cofactor catalitico indispensable (Ji-Pan y Loo, 2000). También la disminuciéon de la
actividad de la citocromo c-oxidasa, que se encuentra involucrada en la correcta reduccion del O,
en la cadena respiratoria, se acompafia de un incremento en la reduccion univalente del O, con el
consiguiente aumento de la concentracion intracelular de Oy, si bien la CCO no es una enzima
antioxidante, la alteracion de su funcidon posee un claro efecto prooxidante (Guetens et al., 2002).

Para que la actividad SOD disminuya significativamente es necesario una hipocupremia severa
(menos de 5 umol/L) durante un periodo de tiempo mayor a 1 mes (Picco et al., 2002), mientras
que la disminucidn de la actividad de la Cp es proporcional a la disminucion de la cupremia (Picco
et al., 2004). Tomando en cuenta estos factores, resulta 16gico pensar que la Cp juega un papel mas

importante en el estrés oxidativo.
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La actividad de la Cp es considerada antioxidante porque permite la oxidacion del hierro del estado
ferroso (Fe’™) al estado férrico (Fe’) lo que imposibilita la utilizacion del Fe?* para formar
radicales hidroxilos (OH) por medio de la reaccién de Fenton. También la Cp tiene la capacidad
de fijar Cu (6 atomos de Cu por cada molécula), impidiendo que los atomos libres del mismo
actuen como catalizadores del dafio oxidativo, inhibe la peroxidacion de lipidos de membrana
estimulada por iones de Cu y Fe y presenta un leve efecto de barrido sobre el HO,, O, y "'OH
(Miyajima et al., 2002; Garrik et al., 2003)

Los radicales libres como el anién superdxido (O;’) se producen en el cuerpo luteo durante la
sintesis de P4, siendo transformado en las células luteales en H,O,, que es luteolitico e inhibidor del
transporte de colesterol a la mitocondria para convertirse en pregnenolona, con disminucion de la
formacion de P4 (Marquez et al., 2001).

De tal manera, la deficiencia de Cu generaria incremento del estrés oxidativo, especialmente a nivel
ovarico, afectando los tejidos esteroidogénicos del mismo con disminucion de la sintesis de
estrogenos y de progesterona, dafios en el oocito, afectacion del desarrollo embrionario y
mortalidad embrionaria precoz con la consiguiente repercusion negativa sobre los indicadores
reproductivos (Bach, 2002).

La citocromo-c-oxidasa representa la enzima terminal de la cadena respiratoria y cataliza la
transferencia de 4 electrones al O, para formar dos moléculas de agua y ATP, participando en la
obtencion de energia (Gebhard et al., 2001; Heron et al., 2001), por lo que en animales con
hipocupremia se afecta el metabolismo energético y la CC, al respecto se reportd una correlacion
positiva y significativa entre ésta y la cupremia (Cuesta et al., 2003). Ademas los animales con
hipocuprosis no mantienen una CC adecuada y en el puerperio sufren un alargamiento significativo
del periodo parto primer celo y liberan menos LH posterior a la estimulacion exégena con GnRH
comparadas con aquellas vacas que son capaces de mantener su condicién corporal (Pedroso,

2004).

La enzima Cu dependiente Lisil oxidasa (LOX) en las células de la granulosa del foliculo primario
y en la ausencia del estimulo de FSH es estimulada por el factor de crecimiento (GDF-9) y la
activina dando lugar a la formacion de los precursores de las células tecales, surgiendo esta capa
celular y la formacion de la membrana basal. Posteriormente, en el foliculo preantral las células

multicapas de la granulosa tienen relativamente pocos receptores de FSH y se exponen a bajos

76



niveles de la misma, en este ambiente la LOX sigue siendo estimulada y coordina el crecimiento de
la teca, la expansion de membrana basal y la formacion de la cavidad antral. Finalmente en el
foliculo antral, hay mayor cantidad de receptores para la FSH, con niveles mas altos de la misma,
esto cambia los efectos de la activina y el factor de crecimiento (GDF-9) de estimulatorios a
inhibitorios, reduciendo la actividad de la LOX, deteniéndose el crecimiento del foliculo (Harlow
etal., 2003).

En la hipocuprosis disminuye la actividad de la LOX provocando perturbacion del modelo normal
de crecimiento de foliculo preovulatorio, por lo que disminuye la secrecion del estradiol ovarico, y
el pico de estradiol del foliculo preovulatorio, que es el signo endocrino responsable para la

induccion del estro provocando perturbacion del mismo y de la ovulacion (Kemdall et al., 2003)

Durante la deficiencia de Cu disminuye la actividad de la enzima 15’15 dioxigenasa, que es Cu
dependiente y responsable de la ruptura del doble enlace central del carbono 15 de la molécula de
caroteno para formar dos moléculas de vitamina A (Izaguirre y Shimada, 2001), por lo que la
hipocuprosis puede ocasionar una hipovitaminosis A y ésta a su vez es responsable de provocar
dafos en la hipofisis y esclerosis del ovario, atresia y degeneracion de los foliculos ovaricos,
disminucién del crecimiento del cuerpo luteo, reduccion de los niveles de P4 durante el ciclo estral,
retraso en la aparicion del primer celo, induccion de celos silenciosos, aumento del nimero de
quistes ovaricos, reduccion de los indices de concepcion y mortalidad embrionaria precoz (Bach,

2002).

2.4.4: Conclusiones.

Se demostro6 la existencia de una correlacion negativa entre la cupremia en un rango de 9.8 + 1.0 a
14.0 = 0.9 pmo/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.
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2.5: Experimento 4: Confirmacion del efecto de la suplementacion del Cu por via parenteral
sobre el comportamiento reproductivo en hembras bovinas ciclicas y anestricas con
diferentes valores de cupremia.

2.5.1: Introduccién.

La suplementacion de Cu por via oral ha repercutido favorablemente sobre los aspectos
reproductivos, productivos y econdomicos del ganado bovino lechero (Stanton et al., 2000); no
obstante esta posee varios inconvenientes entre los que caben mencionar, en primer lugar la gran
cantidad de antagonistas que interfieren su absorcion y metabolismo (Underwood y Suttle, 2001);
por consiguiente, el uso de minerales inyectables es una alternativa de creciente interés mundial.

En tal sentido existen opiniones contradictorias, algunos investigadores no han reportado
diferencias significativas en la presentacion del primer celo y la concepcion al primer servicio con
respecto al grupo control en animales tratados con Cu por via parenteral (Arechiga et al., 1998);
otros han demostrado que la aplicacion de ésta terapéutica ha aumentado la tasa de gestacion,
reducido el periodo de servicio y la incidencia de quistes ovaricos y retencion de placentas
(Daugherty et al. 2002).

En el experimento tres de este trabajo se demostré una alta correlacion entre los niveles de
cupremia y los indicadores reproductivos de la hembra bovina y la eficacia de 50 mg de Cu para el
mejoramiento de los mismos; sin embrago no existen en la literatura discusiones cientificas
concluyentes sobre ésta temdtica, ademds se desconocen los efectos que pudiera tener la
suplementacion del Cu por via parenteral sobre los paramtros de eficiencia reproductiva en
animales hipo y normocuprémicos.

Por lo que el objetivo de este trabajo es determinar el efecto de la suplementacion de 50 mg de Cu
por via parenteral sobre el comportamiento reproductivo de las hembras bovinas ciclicas y

anéstricas, tanto hipo como normocupremicas.

2.5.2: Materiales y Métodos.

Disefio experimental.

Se desarrollo en dos fases o etapas; en la primera se diagnosticaron y seleccionaron 115 animales
hipocuprémicos; de ellas, 63 novillas [32 ciclicas (16 controles y 16 tratadas) y 31 anéstricas (16
controles y 15 tratadas)] y 52 vacas [30 ciclicas (12 controles y 18 tratadas) y 22 anéstricas (11

controles y 11 tratadas)]. En la segunda se seleccionaron 98 novillas normocuprémicas y ciclicas
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(49 controles y 49 tratadas). Las consideraciones de animales ciclicos, anéstricos y repetidores de
servicio estdn expuestas en materiales y métodos generales.

Ambas etapas fueron desarrolladas en el periodo lluvioso (Junio-Noviembre), trabajandose en
todos los casos con hembras bovinas con una CC entre 3 y 4 puntos, procedentes de 3 centros de
novillas y 3 vaquerias de la zona de estudio. En el caso de las novillas con un rango de edad entre
21 y 24 meses y un peso comprendido entre 300 y 310 kg. En las vacas se utilizaron animales con
una edad comprendida entre los 6 y 8 afios y un periodo de espera voluntario (PEV) de 60 dias.

En las dos fases experimentales a los animales tratados se les inyect6 subcutaneamente 50 mg de
Cu cada dos meses hasta completar tres aplicaciones y los controles no recibieron suplementacion
cuprica, en todas las hembras hipocuprémicas anéstricas se emplearon tratamientos hormonales de
induccion del celo; determindndose el efecto de la cuproterapéutica empleada sobre las
concentraciones séricas de Cu y los porcentajes de presentaciones de celo y de gestaciones.

Se realizé un estudio de riesgo relativo de padecer los trastornos reproductivos siguientes: anestro,
repeticion de servicio y problemas reproductivos totales (la sumatoria de ambos) en los animales
tratados con el compuesto de Cu, considerando solamente las vacas y novillas ciclicas en ambas
etapas, hipo y normocuprémicas, el mismo involucr6 a 132 hembras bovinas y se ejecut6 seglin los
procedimientos descritos en materiales y métodos generales.

Las metodoloias para la toma de muestras de sangre, las determinaciones de Cu en suero
sanguineo, los exdmenes ginecoldgicos, la evaluacion de los indicadores reproductivos, la dteccion
del celo y la inseminacion artificial se realizaron segun las metodologias descritas en materiales y
métodos generales.

Tratamientos hormonales empleados.

Para la induccion del celo se empled un esquema de tres inyecciones intramuscular (IM) de
progesterona (P4) a intervalo de 48 horas entre cada inyeccion en dosis de 90, 60, 60mg, seguida 48

horas posteriores de una inyeccion IM de 1 mg de benzoato de estradiol (Pedroso y Roller, 2004).

Procesamiento estadistico de los resultados.
Se empleo el paquete estadistico Statgraphics version 5.0. Para la comparacion de los tratamientos
en los niveles de Cu séricos se aplicd una prueba de t. En el caso de las presentaciones de celo y de

gestaciones se analizaron mediante una comparacion de proporciones.
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2.5.3: Resultados y Discusion.

La aplicacién de 50 mg de Cu cada dos meses en animales hipocuprémicos ciclicos (figura 2.5.1),
incrementd (p < 0.001) los niveles de Cu séricos en los grupos tratados con respecto a los grupos
controles, tanto en vacas como en novillas. En ambas categorias, en los animales suplementados se
incrementaron significativamente (p < 0.01) los porcentajes de presentaciones de celo y de
gestaciones con respecto a los animales utilizados como controles; demostrandose la asociacion

que existe entre la cupremia y el comportamiento reproductivo de las hembras bovinas.

Figura 2.5.1: Efecto de la administracion parenteral de tres dosis de 50 mg de Cu en hembras
bovinas hipocuprémicas ciclicas sobre la cupremiay el comportamiento reproductivo.
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NHCC: Novillas hipocuprémicas ciclicas controles (n = 16).
NHCT: Novillas hipocuprémicas ciclicas tratadas (n = 16).
VHCC: vacas hipocuprémicas ciclicas controles (n = 12).
VHCT: Vacas hipocuprémicas ciclicas tratadas (n = 18).

Entre los grupos de vacas y novillas tratadas no se apreciaron diferencias significativas entre los
niveles de Cu en suero sanguineo y los porcentajes de presentaciones de celo y de gestaciones,
¢stas variables tampoco difieren significativamente entre ambas categorias de animales utilizados

como controles, que muestran un franco deterioro de su potencial reproductivo.
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La suplementacion con Cu organico por via oral en animales deficientes, aument6 el porcentaje de
vacas con estructuras ovaricas mas desarrolladas y numéricamente mayores a los 45 dias post
parto, reduciendo los dias de anestro post parto con respecto a las controles (Swenson et al., 1998),
con este tipo de suplementacion se obtuvieron mayores porcentajes de gestaciones al primer
servicio (Stanton et al., 2001), reduccion de los dias abiertos y aumento en los porcentajes de
vacas gestantes a los 150 de lactacion en comparacion con los compuestos inorganicos (Uchida et
al., 2001). Sin embargo, el tratamiento con Cu parenteral, es en la actualidad un método practico y
efectivo; el mismo, en las hembras bovinas ha aumentado la cupremia, los porcentajes de
presentaciones de celo y de gestaciones (Brem et al., 2002; Walter y Marro, 2003; Black y French,
2004; Garcia et al., 2007).

La suplementacién ctprica en las novillas hipocuprémicas anéstricas (figura 2.5.2) aumentd (p <
0.001) los niveles de Cu séricos, y la combinaciéon de esta con los tratamientos de induccion del
celo aumentaron (p < 0.01) los porcentajes de presentaciones de celo y de gestaciones en los
animales tratados con respecto a las controles. En las vacas hipocuprémicas anéstricas el tratamiento
con Cu parenteral increment6 la cupremia (p < 0.01) y la combinacion del mismo con la terapéutica
hormonal del anestro aunque no aumentaron de manera significativa las tasas de presentaciones de
celo, si incrementaron (p < 0.05) las proporciones de concepcidn, en comparacion con los animales
utilizados como controles. Estos resultados corroboran la importancia del Cu para el normal
desempefio reproductivo de los animales e indican que la suplementacion del mismo potencia la
respuesta a los tratamientos de induccion del estro en las hembras bovinas utilizando P4 + BE,
constituyendo los primeros reportes sobre el efecto de la asociacion de ambos tratamientos, lo que
constituye un aporte de este trabajo al estudio de la tematica.

No se apreciaron diferencias significativas en los niveles de Cu en suero sanguineo y los
porcentajes de presentaciones de celo y de gestaciones entre vacas y novillas tratadas con 50 mg de
Cu, estas variables tampoco difieren entre ambas categorias de animales utilizadas como controles,
que muestran una baja respuesta a los tratamientos hormonales de induccion del celo empleados;
especialmente en la tasa de gestacion, que se vio severamente afectada, principalmente en las vacas.
Estos resultados coinciden con los reportados en otros estudios donde se han evaluado las

combinaciones de progesterona y estradiol (Faure et al., 1996; Pedroso et al., 2000; Davis, 2004).
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Figura 2.5.2: Efecto de la administracién parenteral de tres dosis de 50 mg de Cu en hembras

bovinas hipocuprémicas anéstricas sobre la cupremia y el comportamiento reproductivo.
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La eficiencia obtenida hasta el presente en los programas de induccion y sincronizacion del estro
son bajos, comprobandose que el 68 % de las hembras inseminadas no gestantes continian en
anestro posterior al servicio (Garcia et al., 2001; Pedroso, 2004); este inconveniente, alarga el
intervalo inter servicio y es fuente de cuantiosas pérdidas econdmicas (Macmillan et al., 2001;
Lucy, 2003). Los resultados obtenidos en este trabajo con la terapéutica inductiva combinada con la
suplementacidn cuprica son superiores a los mismos.

La suplementacion cuprica en animales normocuprémicos, al igual que en los hipocuprémicos,
resulto eficiente, al incrementar (p < 0.0001) los valores del Cu en suero sanguineo, (p < 0.01) la
presentaciones de celo y (p < 0.001) las proporciones de concepcion en los animales tratados con

respecto a los utilizados como control (tabla 2.5.1).
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Tabla 2.5.1: Comportamiento de la cupremia y las presentaciones de celo y de gestaciones en
novillas normocuprémicas ciclicas tratados con tres dosis de 50 mg de Cu por via parenteral.

Indicadores Tratadas Control E.S. dif £
Animales estudiados (n). 49 49 -
Cobre (umol/L). 14.58 * 12.79° 0237
Presentacion de Celo (%). 94 ¢ 78 ° -7
Gestantes (%). 86 ° 57° -

Valores promedios con letras no comunes en la misma fila indican diferencias significativas.
** Nivel de significacion (p < 0.01).

*** Nivel de significacion (p < 0.001).

**%* Nivel de significacion (p < 0.0001).

La estratificacion de las novillas ciclicas normocuprémicas en dos niveles (hasta 14 pmol/L y
superiores a éste nivel), atendiendo al limite superior de correlacion entre la cupremia y los
indicadores reproductivos encontrado en el experimento 3 de este trabajo, demostrd que en los
animales con concentraciones de Cu normales e inferiores a 14 umol/L, la suplementacion ctprica
increment6 (p < 0.0001) el Cu sérico, (p < 0.01) las presentaciones de celo y (p < 0.001) los
porcentajes de gestaciones en los animales tratados con respecto a los utilizadas como controles;
sin embargo, en los animales con concentraciones de Cu superiores a 14 pumol/L, aunque el
tratamiento incrementd (p < 0.001) la cupremia, las variables reproductivas no mostraron

diferencias estadisticas significativas entre los grupos tratados y controles (figura 2.5.3).

Estos resultados indican que 14 pmol/L constituyen el nivel 6ptimo de cupremia para una
adecuada eficiencia reproductiva de la hembra bovina, al menos en las condiciones de Cuba, y que
son los limites para obtener una respuesta beneficiosa con la suplementacion cuprica; estos
aspectos, por su novedad, son de gran importancia, pues constituyen un punto de partida en el
estudio de la tematica, especialmente para reconsiderar los valores de normalidad de este elemento

para la especie bovina en las condiciones de nuestro pais.

Varios estudios han demostrado que no existe correlacion entre los niveles de Cu en suero
sanguineo y tejido hepatico (6rgano de reserva), por lo que en animales con valores de cupremia
considerados normales se han diagnosticado altas proporciones de los mismos afectados de

hipocuprosis global u organica general (Quiroz et al., 2003; Soler et al., 2006). La suplementacion
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permite restaurar las reservas en esta viscera y desde ahi movilizarla hacia los tejidos y 6rganos
para normalizar los procesos fisiologicos relacionados con €l. Una vez que estos niveles y la
capacidad de utilizacion del mismo por las células para cumplir a cabalidad sus funciones son
saturados, el Cu excedente se almacena en los 6rganos de reservas, especialmente el higado; esta
situacion justifica el hecho de que a partir de 14umol/L la suplementacion no halla sido efectiva
sobre el comportamiento reproductivo siendo éste limitado por otros factores dietéticos como la

energia, las proteinas, vitaminas y otros minerales (Landau et al., 2000).

Figura 2.5.3: Efecto de la administracion parenteral de tres dosis de 50 mg de Cu en novillas
normocuprémicas ciclicas, estratificadas en dos niveles de cupremia sobre la misma vy el
comportamiento reproductivo.
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Leyenda:

NNCMC: Novillas normocuprémicas ciclicas nivel medio de Cu control (11.77-14umol/L) (n= 37).
NNCMT: Novillas normocuprémicas ciclicas nivel medio de Cu tratadas (11.77-14umol/L) (n= 39).

NNCAC: Novillas normocuprémicas ciclicas nivel alto de Cu control (>14pumol/L) (n = 12).
NNCAT: Novillas normocuprémicas ciclicas nivel alto de Cu tratadas (>14umol/L) (n = 10).
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El estudio del riesgo relativo en novillas y vacas expuestas al tratamiento con 50 mg de Cu por via
parenteral (figura 2.5.4) demostré6 que el mismo tiene un efecto protector para los trastornos
reproductivos, disminuyendo el riesgo de padecerlos en ambas categorias de animales. Analizado
¢ste de forma independiente, se aprecid que en las novillas los valores del mismo fueron para el
anestro 0.09 (p < 0.0001), con un IC 95% de 0.03 - 0.29, para la repeticion de servicio 0.80 (IC
95% 0.50 - 1.28) y para la sumatoria de ambos 0.47 (p <0.001), con un IC 95% 0.31 - 0.69.

En las vacas los indices de riesgos fueron para el anestro 0.34 (p < 0.01), con un IC 95% 0.13 -
0.84, para la repeticion de servicio 0.92 (IC 95% 0.48 - 1.77) y para la sumatoria de ambos 0.62 (p
< 0.05), con un IC 95% 0.36 — 0.97, lo que indica que el riesgo fue menor en las novillas. Estos
resultados demuestran por primera vez las magnitudes reales del indice de riesgo en animales
suplementados para estos trastornos reproductivos, que reflejan el efecto protector de la
suplementacion parenteral del Cu contra los mismos, constituyendo un aporte de este trabajo dentro

del estudio de la tematica.

Figura 2.5.4: Riesgo relativo de los trastornos reproductivos en vacas y novillas
suplementadas con 50 mg de Cu por via parenteral.

Indice de riesgo

Novillas Vacas

Trastornos reproductivos.

£ Anestro E Repeticion de servicio E Problema total

Los resultados del calculo de la reduccion relativa del riesgo (RRR), reduccion absoluta del riesgo
(RAR) y numero necesario de animales a tratar (NNT) en las novillas se exponen en la figura
2.5.5; los valores de la RRR indican una disminucion en el 91% de los casos de anestro, el 20% de

los de repeticion de servicio y el 53% de la sumatoria de ambos en los animales tratados con 50 mg
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de Cu por via parenteral en comparacion con las testigos. La RAR observada fue del 32.2, 8.6 y
20.2%, lo que indica el nimero de casos en que es posible reducir cada uno de estos problemas en
100 animales tratados con Cu, por lo que el NNT para reducir un suceso de ellos es de 3.1, 14.6 y

4.93 respectivamente.

Figura 2.5.5: Célculo de la RRR, RAR y NNT para reducir los trastornos reproductivos con
la administracion de 50 mg de Cu por via parenteral en las novillas.

100 16
T 14
80 + 11
60 4 119 [|[E=RRR
(%) +8 (n) [E=RAR
40 T 16 —&—NNT
20 1 T4
T2
0 0

Anestro. Repeticion de servicio Problemas totales
Trastornos reproductivos.

En las vacas (figura 2.5.6), la RRR fue de 66, 8 y 38%; la RAR fue de 27.4, 445y 17.3%, y el
NNT fue de 3.64, 22.4 y 5.7 para el anestro, la repeticion de servicio y la sumatoria de ambos

respectivamente.

Figura 2.5.6: Calculo de la RRR, RAR y NNT para reducir los trastornos reproductivos con
la administracion de 50 mg de Cu por via parenteral en las vacas.

25
+ 20
1l |[E=TRRR
(n) |C—RAR
T |eenNT
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0

Anestro. Repeticion de servicio Problemas totales
Trastornos reproductivos.
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Analizado globalmente para ambas categorias en conjunto (figura 2.5.7), se confirma el efecto
protector significativo de la suplementacion empleada, siendo el riesgo relativo para el anestro de
0.17 (p <0.0001), con un IC 95% 0.08 - 0.35, para la repeticion de servicio de 0.83 (IC 95% 0.48 -
1.77) y para los trastornos reproductivos totales 0.51 (p < 0.0001), con un IC 95% 0.37 - 0.70. Los
intervalos de confianza encontrados permiten afirmar que los animales tratados con Cu tienen
menos posibilidades de padecer trastornos reproductivos que los que no son suplementados con
este mineral y demuestran la eficacia del tratamiento con 50 mg de Cu por via parenteral para

incrementar los niveles de Cu en sangre y mejorar los indicadores reproductivos.

Figura 2.5.7: Riesgo Relativo de de los trastornos reproductivos en hembras suplementadas
con 50 mg de Cu por via parenteral, considerando todos los animales.

Indice de riesgo

Anestro. Repeticion de servicio. Problema total.

Trastornos reproductivos.

Los resultados del calculo de la RRR, RAR y del NNT, considerando ambas categorias se exponen
en la figura 2.5.8; los valores de la RRR indican una disminucion en el 83% de los casos de
anestro, el 17% de los de repeticion de servicio y el 49% de la sumatoria de ambos en los animales
tratados con 50 mg de Cu por via parenteral en comparacion con las testigos. La RAR observada
fue del 31, 7 y 20%, lo que indica el nimero de casos en que es posible reducir cada uno de estos
problemas en 100 animales tratados con Cu, por lo que el NNT para reducir un suceso de ellos es

de 3.2, 14.3 y 5 respectivamente.
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Figura 2.5.8: Calculo de la RRR, RAR y NNT para reducir los trastornos reproductivos con
la administracion de 50 mg de Cu por via parenteral considerando ambas categorias.

100 16
+ 14
80 + 1
60 + 110 E=IRRR
(%) +8 (n) |E=RAR
40 T +6 =4=NNT
20 + T4
+2
0 0

Anestro. Repeticion de servicio Problemas totales
Trastornos reproductivos.

2.4.4: Conclusiones.

La administracion de 50 mg de Cu por via parenteral en las hembras bovinas con niveles de Cu en
suero sanguineo hasta 14 umol/L (hipo y normocuprémicas) incrementa la cupremia, los
porcentajes de presentaciones de celo y de gestaciones, disminuye el riesgo relativo de presentar

trastornos reproductivos y potencia los tratamientos de induccién del celo.
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Capitulo 3: Criterios preliminares para la valoracién econémica.
3.1: Bases para su analisis.

El andlisis se basa en la comparacion del efecto econdmico del tratamiento de los animales con Cu
parenteral con respecto a los grupos controles. Para el mismo fueron estimados los costos de las
materias primas para garantizar el tratamiento anual de un animal, con un esquema terapéutico
consistente en 50 mg de Cu cada dos meses por via parenteral, el costo de oportunidad de la no
aplicacion de la terapéutica mencionada, segun Rojas, (2006) y el beneficio econdmico por animal
tratado sobre algunos indicadores convencionales del analisis de los estados financieros (Weston,
1994), a partir de la repercusion del tratamiento empleado sobre los porcentajes de gestaciones y
los partos en cada grupo, considerando en ambos casos el valor de las producciones (leche y
terneros), segun otras evaluaciones similares realizadas con anterioridad (Pedroso, 2003). No se
incluyeron en los analisis los resultados alcanzados en los animales anéstricos, que fueron
sometidos a tratamiento hormonal del mismo.

Se estim6 el impacto econdmico de la aplicacion de 50 mg de Cu por via parenteral a 1000
hembras bovinas, sobre la base de los resultados alcanzados en este trabajo, asi como una
comparacion de la cantidad de producto necesario y los costos en materia prima de los

tratamientos tanto oral como parenteral.

3.2: Costo de las materias primas del tratamiento anual por via parenteral para cada animal.

Para el analisis del costo de las materias primas del tratamiento anual por animal utilizando la via
parenteral (tabla 3.2.1) se calcul6 el costo de una dosis de 2 ml (50 mg) y el de un tratamiento anual
(seis dosis), tomando en consideracion el precio de cada componente de la formulacion de Cu
utilizada, segun el catalogo BDC international 2007 y la cantidad en que estos estan contenidos en
1000 ml de la misma.

Tabla 3.2.1 Calculo del costo de los componentes de la formulacion empleada en CUC.

Cantidad para Costo en CUC de:
Producto un Litro ( una Un tratamiento
® I'kg 1000 ml | 1 ml dosis anual (6 dosis)
CuS0O4 5H,O 25 66.20 1.65 0.0016 | 0.0032 0.0192
EDTA 9 216.28 1.94 0.0019 | 0.0038 0.0228
Glicerol 100 254.41 25.44 0.025 0.05 0.3
Total - - 29.03 0.029 0.058 0.348
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3.3: Costo de oportunidad de la no aplicacion del tratamiento con cobre por via parenteral.

Para la evaluacion del costo de oportunidad se tomd como base la reduccion del periodo de servicio
o de los dias abiertos, a partir de los valores alcanzados en este indicador en el experimento 3 de
este trabajo (tabla 2.4.1) tanto en el grupo control como en el tratado con 50 mg de Cu y
considerando que cada dia de vacia de una vaca significa un jornada de produccion lactea que se
pierde. Segun el promedio de la misma en las unidades objeto de estudio constituye una pérdida
potencial de 4 L vaca™ dia™, que es comercializada en estos momentos a un valor promedio de $
2.51. Por concepto de terneros dejados de producir, un dia sin gestar representa '/;3 terneros, que
con los pesos al destete y precios de venta promedios alcanzados en las vaquerias de la zona de
estudio, que son de 96 kg y $ 192, constituyen una pérdida diaria de $ 0.80.

Considerando lo anterior se aprecia que la no aplicacidon del tratamiento ocasiona un incremento de
las pérdidas totales en las 20 vacas de 808.84 y por cada animal de $ 40.44, lo que constituye el
ingreso dejado de recibir (costo de oportunidad) y sirve de base para la toma de decisiones respecto

a la aplicacion del mismo (tabla 3.3.1).

Tabla 3.3.1: Evaluacion del costo de oportunidad de la administracion de 50 mg de Cu.

. Grupos , .
Parametro Tratado b Control Diferencia

Total de animales. 20 20 -——-
Promedio de dias vacios 93 167 + 74
L/Vaca dejados de producir. 372 668 + 296
Pérdidas por venta de la leche 933.72 1683.36 + 749.64
Perdidas por las venta de terneros. 74.40 133.60 +59.20
Pérdidas totales. 1008.12 1816.96 + 808.84
Pérdidas por vaca 50.40 90.84 + 40.44

3.4: Impacto econdémico del tratamiento.

Se valord el efecto econémico del tratamiento, considerandose las hembras bovinas (novillas y
vacas), tratadas y controles del experimento 4, excluyendo las que recibieron tratamiento de
induccion del celo. En cada grupo se registraron las vacas que resultaron gestadas, a las que se le
aplico el 5 % de abortos (indicador obtenido de las unidades donde se desarrollo el trabajo) para
estimar el nimero de partos en cada grupo. Se infiri6 la produccion de cada vaca, estimandose una

lactancia y produccion lactea diaria segun la media de las mismas en las unidades objeto de estudio
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que son de 244 dias y 4 L vaca™ dia™ respectivamente; el resultado se multiplicé por el numero de
animales en cada tratamiento para estimar la produccion total. El valor de la misma se calculo
considerando el precio promedio de un litro de leche en estas vaquerias, que es comercializada en
estos momentos a un valor de $ 2.51.

Aplicando el indice de mortalidad de estas unidades (3 %) al total de nacimientos en cada grupo, se
estim6 el numero de teneros, los que son destetados y vendidos como promedio a los ocho meses,
con 96 kg de peso y un valor de $ 192 pesos. La ganancia total se dividioé entre el numero de
animales para calcular la ganancia por animal.

Las hembras bovinas que recibieron la suplementacion clprica presentaron mayores tasas de
gestaciones, por lo que en este grupo se produciran mayores niumeros de nacimientos, superiores
volumenes de produccion lactea y se venderan mayor cantidad de terneros en comparacion con los
controles. Como consecuencia de la mayor eficiencia reproductiva y productiva se obtiene un

beneficio econdmico por animal de $ 868.10 (tabla 3.4.1).

Tabla 3.4.1: Estimado de la repercusion productiva y econémica de la suplementacién con 50
mg de Cu por via parenteral en las hembras bovinas.

. Grupos . .

Parametro Tratado b Control Diferencia
Total de animales. 83/100 77/100 ---
Gestantes (ny %) 68/81.9 36/46.7 +35.2%
Nacimientos (n 'y %). 64/80.7 34/44.2 +36.5%
Produccion lactea (L). 62 454/752 33 184/430 + 322 [/vaca
Terneros vendidos (n 'y %). 62/75.0 33/42.8 +32.2%
Valor Leche §. 156 759.54 83 291.84 +73 467.70
Valor Terneros $. 11904 6336 +5 568
Ganancia total $. 168 663.54 89 627.84 +79 035.70
Ganancia / vacas $. 2 032.09 1163.99 + 868.10

Si partiendo de estos resultados estimamos el impacto de la aplicacion de 50 mg de Cu a 1000
hembras bovinas incorporadas a la reproduccion podemos inferir que por concepto del incremento
del comportamiento reproductivo y productivo de las mismas se podran incrementar las ganancias

en $ 869 163 (tabla 3.4.2).
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Tabla 3.4.2: Estimacién del impacto productivo y econémico de la suplementacion con 50 mg

de Cu por via parenteral en 1000 hembras bovinas.

. Grupos . .

Parametro Tratado Control Diferencia
Total de animales. 1000 1000 -
Gestantes (n) 819 467 + 352
Nacimientos (n). 778 443 + 335
Produccion lactea (L). 752 457 430961 + 321 496
Terneros vendidos (n). 754 430 + 324
Valor Leche $. 1 888 667 1081712 + 806 955
Valor Terneros $. 144 768 82 560 +62 208
Ganancia total $. 2 033 435 1164272 + 869 163
Ganancia / vacas $. 203343 1164.27 + 869.16

Si se toma en cuenta que con un kg de CuSO4 pentahidratado se pueden formular 40 000 ml de
solucion inyectable al 2.5 %, cantidad con la que pueden ser tratadas con una dosis de 50 mg de Cu
cada dos meses y durante un afio 3333 hembras bovinas y que para mantener un tratamiento
sistemdtico a este numero de animales (1000) serian necesarios 12 000 ml del producto, queda

claro que la deficiencia clprica en los mismos puede ser resuelta con solo 0.3 kg de CuSOy,

Los estudios de la composicion mineral del suelo y el pasto y de los balances de nutrientes
realizados en el experimento uno de este trabajo, demuestran que los requerimientos de Cu en
novillas y vacas; en ambos periodos, lluvioso y poco lluvioso, no son satisfechos. Si partiendo de
esos resultados se elaborara una dieta tipica que satisfaga el 100% de los requerimientos de este
mineral, ésta debia contener 0.1 % de Cu, lo que se lograria con un nivel de inclusiéon de CuSO4 en
la mezcla mineral de 0.4 % y facilitar un consumo de la misma de 120 g/animal/dia; en tales
circunstancia los 0.3 kg de CuSOj son suficientes para preparar 75 kg de sal mineral, cantidad que
suministra al libintum por via oral solo alcanzarian para cubrir las exigencias de 21 animales
durante 30 dias. Ademds con tales niveles de inclusion y consumo, para suplementar la masa de

animales considerada en este analisis (1000) durante un afio se necesitarian 175.2 kg de CuSOQa.
Se debe destacar que las materias primas para el tratamiento con Cu inyectable de manera

sistematica cada dos meses de los animales mencionados costarian anualmente 340.00 CUC,

atendiendo al precio de los componentes de la formulacion; mientras que por la via oral y
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utilizando una materia prima de menor costo (28.46 CUC), que la utilizada para formular el
compuesto inyectable debido a la menor calidad y pureza del CuSO4 empleado, el costo total de la

suplementacion de las 1000 hembras bovinas ascenderia a 4 986.19 CUC (tabla 3.4.3).

Tabla 3.4.3: Comparaciéon del costo de las materias primas por tratamiento de la masa
bovina considerada en el andlisis segun la via de aplicacion.

Costo del tratamiento | Costo total anual del
Tratamiento Masa a tratar. de un animal/afo. tratamiento de 1000
CucC animales. CUC
Inyectable 1000 0.34 340.00
Oral 1000 4.98 4 986.19

3.4 Conclusiones.

v’ La aplicacion de 50 mg de Cu por via perenteral en las hembras bovinas logré un beneficio
economico por animal de $§ 868.10 en moneda nacional, reduciendo considerablemente las

cantidades de producto y los costos de tratamiento.
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Capitulo 4: Discusién general.

Entre los factores que limitan la producciéon y la reproduccion de la especie bovina en nuestras
condiciones se encuentran las deficiencias nutricionales, que inciden negativamente sobre los
indicadores reproductivos por lo que se hace necesario realizar el estudio de los perfiles
metabolicos para determinar la existencia de estados carenciales, con el fin de realizar las
correcciones de sus deficiencias acorde a los requerimientos de la vaca lechera en las diferentes
fases del ciclo reproductivo, para que €sta pueda expresar su maxima produccion lactea, mantener
buen estado general y un éptimo comportamiento reproductivo (Alvarez, 2007).

En nuestro pais se han estudiado los efectos de las carencias de los principios inmediatos en el
balance de nutrientes de hembras bovinas en pastoreo, demostrandose que existen alternativas para
solucionar las deficiencias de proteina (Reinoso et al., 2005; Vargas, 2008) y energia (Diaz et al.,
1998), pero las mismas no solucionan las insuficiencias minerales, que son consideradas factor
limitante de la productividad de los rebafios lecheros.

Para conocer con exactitud las deficiencias minerales se debe efectuar la determinacion de los
mismos en ¢l ciclo integral del eje suelo-planta-animal (Kalmbacher et al., 2005). Los resultados
del primer experimento demostraron que la deficiencia de Cu fue la carencia de mayor incidencia
en la zona de estudio, con el 100 % de las muestras de suelo y pasto deficientes en este
microelemento. Se detecté ademas la hipocupremia en el 75% de los animales investigados y bajas
concentraciones en el 6rgano de reserva (higado) en el 72% de los sacrificados.

Aunque también fueron detectadas deficiencias de proteina, energia y Zn en novillas y vacas,
fundamentalmente en el periodo poco lluvioso; los balances de nutrientes reflejan que la carencia
de mayor magnitud resulto ser la de Cu, por lo que tomando en consideracion que el factor mas
limitante es el que dicta la productividad (McDowell, 2005), el déficit de este microelemento puede
ser resposabilizado con el deterioro de la situacion reproductiva de los rebafios ubicados en la zona
de estudio. La misma se caractaerizaba por una elevada edad a la incorporacion y al parto en las

novillas y altos periodos interpartales con disminucion del indice de natalidad en las vacas.

Esto concuerda con lo reportado por otros autores que han sefialado que las gramineas tropicales
como Unico alimento no cubren los requerimientos de este mineral en las hembras bovinas lecheras
(Bach y Devant, 2004; Ciria et al., 2005) y que la relacion de deficiencia de Cu en el suelo y el

pasto, causan la hipocuprosis en una alta proporcion de los animales que pastan en esas regiones
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donde los rebafios presentan baja productividad, problemas de salud y reproductivos (Arthington y
Kalmbacher, 2003; Salih et al., 2005; Sharma et al., 2005).

Estos resultados dieron origen a plantearnos el tratamiento correctivo de la deficiencia de Cu,
tomando como linea general de investigacion la utilizacion de un farmaco genérico inyectable de
Cu. En la literatura no existe un criterio unico para establecer un tratamiento para esta carencia y
aunque la suplementacion oral ha brindado resultados satisfactorios (Muehlenbein et al., 2001), a
ésta se le han atribuido varias desventajas respecto a su absorcion (Telfer et al., 2005); por lo que

se ha utilizado el tratamiento por via parenteral (Brem et al., 2002; Black y French, 2004).

En el tratamiento de la deficiencia de Cu por via parenteral son frecuentes las intoxicaciones
agudas (Barceloux, 1999), de ahi la importancia de efectuar las determinaciones de las
concentraciones sanguineas de las enzimas hepaticas ALAT, ASAT, GLDH y ALAP y de la
bilirrubina, que han sido regularmente utilizados para evaluar el estado metabolico y el
funcionamiento del higado (Heathcote, 2000; Miiller, 2001).

Atendiendo a estas consideraciones se desarrolld el segundo experimento, que demostré que la
terapéutica empleada es eficaz para restablecer las concentraciones de Cu en sangre y tejido
hepatico, sin alterar la actividad enzimatica del higado y sin efectos residuales en la leche, lo que
no la invalida para el consumo humano, evidenciando que el producto empleado posee alta eficacia
y amplio margen de seguridad. Los resultados alcanzados en este experimento corroboran estudios
anteriores, donde la aplicacion de diferentes farmacos de Cu por via parenteral en diferentes
concentraciones ha aumentado los niveles de este mineral en tejido hepatico sin la aparicion de

efectos toxicos (Langlands et al., 1998; Daugherty et al., 2002).

El desarrollo del tercer experimento, se sustentd en la necesidad de evaluar la asociacion entre los
desordenes reproductivos en los rebafos lecheros con los niveles de minerales, especialmente de
microelementos (Enjalbert et al., 2006) y demostrd una relacion espontanea entre la cupremia y el
comportamiento reproductivo, verificindose que la hipocupremia aumenta el riesgo relativo de
presentar anestros, repeticion de servicios o la sumatoria de ambos trastornos reproductivos,
existiendo una correlacién negativa y altamente significativa entre los valores de cobre en suero

sanguineo y los principales indicadores evaluados.
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La relacién hallada espontdneamente fue corroborada también de manera experimental con la
administracion de diferentes concentraciones de Cu, lo que nos permite afirmar que el deterioro del
comportamiento reproductivo observado en el experimento 1 es una consecuencia de la alta
prevalencia de la hipocupremia diagnosticada en el mismo y justifica los valores extremadamente
altos de los indices reproductivos en las condiciones de explotacion del ganado bovino en Cuba,
donde existe una elevada proporcion de animales con deficiencia de Cu (Pedroso, 2005). Los
resultados de este experimento hacen suponer que la suplementacion de Cu en hembras bovinas
con diferentes niveles de cupremia debe ser efectiva ain en animales con valores de Cu séricos
considerados normales.

En el cuarto experimento se selecciond la dosis de 50 mg de Cu para suplementar a los animales,
cuya eficacia fue probada en el experimento 3. El tratamiento resulté ser eficaz en hembras bovinas
con deficiencia sérica de Cu y ciclicas incrementando la cupremia y el comportamiento
reproductivo.

Se ha sefialado la suplementacion ctprica como uno de los métodos mas eficaces para incrementar
los indicadores de salud, productivos y reproductivos de los animales (Nocek et al., 2000;
Tomlinson et al., 2001), no obstante la gran variedad de fuentes de Cu (organicas e inorganicas)
vias y formas de administraciéon empleadas.

Varios estudios han demostrado una disminucion en los dias al primer servicio, servicios por
concepcidon y mayores porcentajes de vacas gestantes a los 250 dias de lactancia, en vacas
suplementadas con fuentes de Cu organicas en comparacion con las inorganicas (Ballantine et al.,
2002; Ferguson et al., 2004 a b).

También la combinacion de varios microminerales, entre ellos el Cu durante dos afios y utilizando
los suplementos en una proporcion, organico 50%: inorganico 50% y 100% inorgénicos en forma
de sulfatos, demostr6 que ambas fuentes incrementaron las proporciones de gestaciones tras las
inseminaciones de los celos observados y la proporcion de embarazo global a los 60 dias de
lactacion en comparacion con las controles; siendo superiores en los animales tratados con la
combinacion de ambas fuentes que en los que lo recibieron organicos solamente (Ahola et al.,
2004). Tratamientos similares han reducido los dias al primer estro, al primer servicio, los
servicios por concepcion, el periodo de servicio y el intervalo interpartal, resultando mas efectivos
aquellos que combinaban fuentes organicas e inorganicas, que las que usaban por separado (Nocek

et al., 2006).
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En novillas de primer servicio, con una prefiez del 76%, el tratamiento con Cu inyectable aumento
el indice al 91% y Cu suministrado por via oral al 82% (Correa Luna y Lagos, 1985); los efectos
beneficiosos de ésta terapéutica fueron corroborados mds tarde en un estudio efectuado en esta
misma categoria, donde aumentd en un 20% las gestaciones con respecto a las testigos (Ricciardino
et al., 1998); con la que se ha logrado una disminucion de los servicios por concepcion de 2.5 a 1.7
(Kendall et al., 2001). Posteriormente en vacas suplementadas con Cu por via parenteral se
observaron mayores nimeros de celos, mejores tasas de servicio por concepcion y elevacion en los
porcentajes de prefez (Brem et al., 2002).

Mas recientemente con el tratamiento con Cu inyectable se lograron intervalos parto primer estro y
parto concepcion de 55 y 114 dias (Black y French, 2004). Estos resultados son superiores a los
alcanzados en este trabajo dado que el mismo es realizado en otras condiciones de manejo y
alimentacion donde la dieta suministrada a los animales satisface todos los requerimientos de los
mismos (energia, proteinas, vitaminas y minerales).

La alta incidencia de anestro en nuestros rebafios, demostrada en los experimentos 1 y 3, hace
necesaria la utilizacion de tratamientos hormonales para la induccion del celo y prevencion del
anestro (Faure y Morales, 2003); estos tienen en la actualidad un amplio desarrollo y estan en
constante perfeccionamiento, para mejorar la fertilidad de los estros inducidos (Thatcher et al.,
2004). Sin embargo, en nuestras condiciones de produccion, donde existe baja disponibilidad de
alimentos y marcadas deficiencias minerales, especialmente de Cu, la eficiencia de los mismos ha
sido baja (Pedroso, 2003); teniendo en cuenta esta problematica, se evalud el efecto de la
combinacion de los tratamientos de induccidon del celo en hembras bovinas anéstricas con la
suplementacion parenteral del Cu; demostrandose que la misma mejora la respuesta a los
tratamientos inductivos.

Los factores que reducen la fertilidad de los celos inducidos con la combinacién de progesterona y
benzoato de estradiol en los animales anéstricos son: el pobre desarrollo del foliculo e incremento
de la atresia del foliculo preovulatorio, no ocurrencia de la ovulacion y pobre desarrollo del cuerpo
luteo (Pedroso, 2003). En tal sentido, aunque es necesario profundizar en los estudios con relacion
al Cu y la fertilidad, se ha planteado que este microelemento contribuye al aumento de la accion de
las FSH y LH (Kochman et al., 1992); ademas, el crecimiento de foliculo preovulatorio es mediado
por la actividad de la enzima Cu dependiente lisil oxidasa (Kendall et al., 2003). Estos fenomenos

benefician el desarrollo del foliculo ovérico, la ovulacion, formacion del cuerpo liteo, la secrecion
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de progesterona y la actividad secretora del endometrio (Pedroso, 2004). Estos eventos fisioldgicos
pueden favorecer la implantacion y desarrollo del embrion y pueden explicar los resultados
obtenidos en este experimento.

La eficacia del tratamiento en animales con concentraciones de Cu en suero sanguineo
consideradas normales se justifica por la relacién existente entre los niveles de la cupremia y el
comportamiento reproductivo, demostrada en el experimento 3 de ésta investigacion. Por otra
parte, varios estudios han demostrado que no existe correlacion entre los niveles de Cu en suero
sanguineo y tejido hepatico (6rgano de reserva), por lo que en animales con valores de cupremia
considerados normales se han diagnosticado altas proporciones de los mismos afectados de
hipocuprosis global u organica general, en especial en los paises tropicales, demostrandose que la
misma no es un indicador exacto del estado ctprico en el organismo (Quiroz et al., 2003; Soler et
al., 20006).

En el primer experimento de este trabajo se demostrd que el 70 % de los animales con niveles
séricos de Cu considerados normales presentaban deficiencia de este mineral en tejido hepatico;
por tanto, en esta situacion la suplementacion permite restaurar las reservas en este 6rgano y desde
ahi movilizarla al resto del organismo para normalizar los procesos fisioldgicos relacionados con
¢l. Una vez que estos niveles y la capacidad de utilizacién del mismo por las células para cumplir a
cabalidad sus funciones son saturados, el Cu excedente se almacena en los 6rganos de reservas,
especialmente el higado; esta situacion justifica el hecho de que a partir de 14umol/L la
suplementacion no halla sido efectiva sobre el comportamiento reproductivo, siendo éste limitado
por otros factores dietéticos como la energia (Miyoshi et al., 2001), las proteinas (Lopez-Gatius et

al., 2001) y otros minerales (Coérdova et al., 2002).

A la luz de los resultados obtenidos en los experimentos 3 y 4 donde se demostrd, primeramente la
relacion existente entre la deficiencia de Cu y los trastornos reproductivos y posteriormente un
incremento del comportamiento reproductivo mediante el tratamiento con Cu parenteral en
animales con diferentes valores de cupremia; el que ademds, disminuye el riesgo relativo de
presentar anestro y repeticion de servicio, consideramos corroborada la hipotesis de trabajo y la
aceptamos, y al mismo tiempo, al contribuir estos resultados al mejoramiento de la eficiencia

reproductiva de la hembra bovina consideramos cumplimentado el objetivo general de la hipdtesis.
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Conclusiéon general.

Se demostro la existencia de una correlacion negativa entre la cupremia en un rango de 9.8 + 1.0 a
14.0 = 0.9 umo/L con los indicadores reproductivos, y la manipulacion de dicha relaciéon mediante
la administracion de 50 mg de Cu por via parenteral en las hembras bovinas con niveles cupremia

hasta 14 umol/L incrementa la eficiencia reproductiva de las mismas.

Recomendaciones generales.

1. Ejecutar un estudio multicéntrico con una poblaciéon mayor de animales que permita corroborar a
nivel de productor los resultados obtenidos en el presente trabajo y realizar un andlisis completo del

costo beneficio.

2. Realizar estudios sobre la utilidad de la suplementacion cuprica parenteral en otras categorias

bovinas y especies animales de interés econdmico en las condiciones cubanas.

3. Efectuar las investigaciones necesarias para identificar con exactitud los mecanismos

fisiologicos mediante los cuales el cobre interviene sobre el comportamiento reproductivo.
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Aportes o novedades de la tesis.

1- Se realizan los primeros estudios y se demuestra la existencia de una correlacion negativa entre
la cupremia y los indicadores reproductivos de la hembra bovina y el rango en que se establece la
misma (9.8 £ 1.0 a 14.0 £ 0.9 pmo/L), tanto en animales con cupremia espontanea como inducida;
resultados que permiten explicar el bajo desempefio reproductivo observado en rebafios con
deficiencia de Cu y la eficacia de la suplementacion cuprica para mejorar los indicadores
reproductivos.

2- Se evaluan por primera vez la magnitud real de los riesgos de los animales hipocuprémicos de
padecer los trastornos reproductivos, expresandose los indices de los mismos para el anestro, la
repeticion de servicio y la sumatoria de ambos; que son una evidencia de la correlacion encontrada.
Estos estudios proporcionan otros parametros de gran interés practico, como son el riesgo atribuible
(RA), que permite conocer que proporcion de cada uno de los problemas estudiados dentro de la
poblacion total obedece a la hipocupremia; la fraccion etioldgica (FE), que representa que
porcentaje de cada uno de ellos, dentro de los hipocuprémicos estdn asociados a este factor de
exposicion y la fraccion etioldgica de la poblacion (FEP), que expresa el porcentaje de reduccion
de cada trastorno en los animales de la poblacion total estudiada de instaurarse las medidas

correctivas.

3- El trabajo ofrece los primeros resultados sobre el efecto de la asociacion de la suplementacion del
Cu por via parenteral con los tratamientos de induccién del estro en las hembras bovinas, utilizando
con ese objetivo la combinacion de P4y benzoato de estradiol (BE), demostrando que la cuproterapia

parenteral potencia la respuesta de las mismas a dichos tratamientos hormonales del anestro.

4- Se estudia por primera vez, a partir de la manipulacion de la correlacion encontrada, el efecto de
la suplementacion del cobre por via parenteral en animales normocuprémicos, demostrandose que
la misma es eficiente hasta 14 pumol/L, lo que indica que este constituye el nivel 6ptimo de
cupremia para una adecuada eficiencia reproductiva de la hembra bovina, al menos en las
condiciones de Cuba, y que son los limites criticos para obtener una respuesta beneficiosa con la

suplementacion cuprica; resultados que por su novedad, son de gran importancia, pues constituyen
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un punto de partida en el estudio de la temadtica, especialmente para reconsiderar los valores de

normalidad de este elemento para la especie bovina en las condiciones de nuestro pais.

5- Se estudia y demuestran por primera vez las magnitudes reales del indice de riesgo en animales
suplementados para el anestro, la repeticion de servicio y la sumatoria de ambos trastornos
reproductivos, que reflejan el efecto protector de la suplentacion parenteral del Cu contra los
mismos; ademads, estos estudios proporcionan otros indicadores de gran importancia practica como
son la reduccion relativa del riesgo (RRR), la reduccion absoluta del riesgo (RAR) y el numero

necesario de animales a tratar (NNT).
6- En el ambito nacional constituye el estudio mds integral de la deficiencia de cobre,
diagnosticandose por primera vez los niveles de este elemento en el suelo, al igual que los demas

microminerales, asi como en el pasto, y el suero sanguineo y las reservas hepaticas de los animales.

7- Se determinan por primera vez en Cuba, las concentraciones de Cu en la leche bovina.
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Anexos

Anexol: Absorcion intestinal del Cobre (Dezcalzo, 2003).
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Anexo 2: Equilibrio existente entre el Cu plasmatico y el eritrocitario (Dezcalzo, 2003).
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Anexo 3: Concentracion de Cu (ppm) en Distintos érganos Bovinos (Dezcalzo, 2003).

Organo Higado Corazon Rifion Pulmones | Bazo | Pancreas
Adulto 77 15.6 19.7 5.3 2.9 3.8
Recién nacido | 470 14.8 15.7 4.9 4.8 8.5
Anexo 4: Metabolismo cuprico a nivel hepético (Dezcalzo, 2003).
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Anexo 5: Resumen de la aplicacion del método clinico en el diagnostico de la carencia de Cu
en hembras bovinas (Cuesta, 2003)

[S—

1. Resenia . Hembras bovinas

2. Anamnesis 1. No aportes o administracion

2. Regidn tropical.

3. Suelos

4. Pastos y/o forrajes (Poaceas y/o Fabaceas).

5. Posibles interferencias e interrelaciones.

6.: Indicadores productivos y reproductivos

3. Exploracién | 1. Inspeccién.: Pelaje. Coloracion. Eczemas. Condicion
clinica corporal.

o examen fisico | 2. Palpacion: (rectal o interna. Organos reproductivos,
ovarios). Es una de las carencias minerales que mayor
influencia tiene sobre el desempeiio reproductivo;
Diagnostico considerandose la segunda mas frecuente en bovinos en
pastoreo en el mundo después de la de fosforo.

3. Percusion: (no necesaria; si no hay toxicidad)

4. Auscultacién: (no necesaria, si no hay complicaciones).

4. Pruebas o 1. Perfil metabolico. Hemoquimica. Hematologia general.
Examenes 2. Determinacion de Cu en higado.

3. Enzimas hepaticas (del eritrocito en investigaciones
complementarios | especiales).

4. Investigaciones del suelo, pastos, agua y demads alimentos
5. Investigaciones especiales sobre molibdeno y de otros
principios y elementos con interferencias e interrelaciones
con el cobre. Parasitosis de cuajar.

5. Diagnostico 1. Con las carencias de Cu por causas indirectas o
diferencial secundarias como en la intoxicacidbn con molibdeno o
molibdenosis y otras.

2. Otras carencias y/o trastornos nutrionales metabolicos.

3. Patologias pregastricas

4. Otras.
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Anexo 6: Mapa de la provincia de villa Clara que muestra las unidades donde se
desarrollaron las investigaciones.
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Anexo 7: Clasificacion de la condicion corporal (subjetiva) de la vaca lechera basada en 5
puntos (Parker, 1989).

Descripcion Emanciada | Flaca Buena | Excelente | Obesa

Clasificacion 1 2 3 4 5

Regién o zona

a) Base de la cola

Depresion anal MH H LL AG MG
Prominencia de la vulva MP Pr N N N
b) Pelvis

Huesos delanteros MP S LS R MR
Espacio entre ellos MH H LD P R
Huesos posteriores MH Pr AV G MG
Espacio entre  huesos MH H MoH LL MLL
delanteros y traseros

c)Zona media del lomo

Columna vertebral MP Pr Vv R MR
Alas de las vértebras MP Pr AV NV R
Costillas flotantes MP Pr AV/ Vv R

Leyenda:
MH=Muy hundido. H, hundido. LL, lleno. AG, algo gordo. MG, muy gordo.

MP=Muy prominente. Pr, prominente. LS, levemente so6lido. N, normal. S, solido. R,
redondo. MR, muy redondo. LD, levemente deprimido. P, plano.

MM=Muy marcado. V, visible. G, grueso o gordo. MoH, moderadamente hundido.

MLL=Muy lleno M

NV= No visible.

(*) Alas o apofisis transversas.
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Anexo 8: Fotos de vacas con condiciones corporales de 1 a 2(A), de 3 a 3.5(B) y de 4 a 4.5(C)
(Parker, 1989)
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Anexo 9: Representacion de la Condicion Corporal en Vacas Lechera (Parker, 1989).
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Anexo 10: Resultados del examen macroscopico de los higados de los animales tratados con
diferentes dosis de Cu y sacrificados a los 5 dias post tratamiento.

Resultados del examen macroscépico

Lesiones presentes en la intoxicacion cuprica
aguda (Jubb y Kennedy, 2007).

Superficie del organo lisa y de color rojo
brillante.

Bordes finos lisos y cortantes en todos sus
l6bulos.

Ausencia de areas
cirrosis).

Ausencia de zonas necroticas o degenerativas,
ni disminucion de la tonalidad.

Al corte la consistencia del organo era
remitente, los bordes coaptaban perfectamente.
No se apreciaron engrosamientos conectivos
de las estructuras alrededor de los conductos.
No se apreciaron evidencias de infestacion
parasitaria del 6rgano.

Cépsula de Glisson con aspecto traslucido.
Vesicula biliar de tamafio normal y las vias
biliares extrahepaticas se encontraron con
buena permeabilidad, la bilis fluida y de color
y consistencia normales.

blanquecinas (indican

Superficie del 6rgano de color rojo oscuro.

Los  bordes son redondeados, con
hepatomegalia y zonas difusas con disminucion
de la consistencia.

Vesicula biliar distendida, con bilis fluida.
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