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RESUMEN

Las causas de las dificultades reproductivas asociadas a deficiencias de Cu, tanto primaria como secundaria,
son muy controvertidas. En la deficiencia secundaria provocada por Mo, los desequilibrios de hormonas
hipofisarias y ovaricas se adjudican a la accion per se del Mo antes que al estatus organico de Cu. Los objetivos
del trabajo fueron relacionar el comportamiento del ciclo estral en hembras bovinas sometidas a diferentes
disponibilidades de Cu—Mo. Se utilizaron diez vaquillonas Brangus (3/4 A.Angus 1/4 Brahman), de 3 afios de
edad, con celos normales, las cuales alcanzado el peso minimo de entore, no habian recibido servicio
reproductivo. Dos lotes de 5 animales fueron tratados por via oral con 1100 mg de Mo/dia en forma de
heptamolibdato de amonio durante 126 dias, lo cual implic que fueron sometidos a un desafio similar al de una
pastura con 40 a 50 ppm de Mo en materia seca. Uno de los lotes recibi6 una dosis Unica de 0,5 mg de cobre/kg de
peso corporal via subcutanea en el dia cero del ensayo. El estado clprico fue evaluado a través de ceruloplasmina
oxidasa y cobre hepético y sanguineo, comprobandose hipocuprosis en el lote tratado solamente con Mo, asi como
el beneficio del cobre parenteral suministrado al otro lote. Las concentraciones de progesterona sanguinea,
obtenidas por radioinmunoanalisis con hormona marcada con durante los seis ciclos estrales esperados, mostro
que tres de los animales con molibdenosis entraron en anestro a partir de la mitad del ensayo y los otros dos
mostraron una actividad ovarica interrumpida por ciclos ausentes. En cambio, el lote con exceso de Mo pero
suple-mentado con Cu, presentd ciclicidad normal. Del analisis estadistico del nimero total de celos en ambos
tratamientos surge un % = 21,82 (p < 0.01). Se concluye que el exceso de Mo afectd significativamente la
actividad ovarica y que el tratamiento correctivo de cobre fue suficiente para mantener un ritmo normal de la
ciclicidad durante los 4 meses del ensayo. Esto indica que no existié una accion per se del exceso de molibdeno
sobre la actividad ovarica, sino que las alteraciones observadas fueron provocadas por la deficiencia de cobre
secundaria a la molibdenosis.
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INTRODUCCION

Existen opiniones contradictorias respecto a la performance reproductiva asociada a deficiencias de cobre,
tanto primaria como secundaria. Algunos sostienen gque los anestros, retenciones placentarias y bajas retenciones
de servicios en el ganado de cria se corresponden con alteraciones de la quimica sanguinea entre las que se
encuentra la hipocupremia. Asimismo, en bovinos suplementados con cobre se observaron mayores nimeros de
celos, mejores tasas se servicio por concepcion y elevacién en los porcentajes de prefiez entre el 10 al 27 % segln
categorias. Otros, en cambio, no obtuvieron respuesta ante el suministro parenteral de cobre en relacién al nimero
de servicios por concepcion, intervalos parto—primer celo y tasas de concepcion al primer servicio. En este mismo
sentido, se responsabiliz6 a la accion del molibdeno per se antes que al status organico de cobre, en problemas
reproductivos originados por desequilibrios de hormonas hipofisarias y ovaricas. Ante lo conflictivo del tema, en
el presente ensayo se propuso relacionar el comportamiento del ciclo estral evaluado por los niveles de
progesterona sanguinea en hembras bovinas sometidas a diferentes disponibilidades de cobre—molibdeno.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron diez vaquillonas Brangus (3/4 A.Angus 1/4 Brahman), de 3 afios de edad, que clinicamente
estaban ciclando, las cuales habiendo alcanzado el peso minimo de entore de 270 kg, no habian recibido servicio
reproductivo. Se las dividié en dos lotes de 5 animales cada uno; ambos grupos fueron tratados por via oral con
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1100 mg de Mo/dia en forma de heptamolibdato de amonio durante 126 dias. Un lote recibié ademas, una dosis
Unica de 0,5 mg de cobre/Kg de peso corporal via subcutanea en el dia cero del ensayo con un producto comercial
a base de etilenedinitrilotetracetato de calcio y cobre (Glyponding). Teniendo en cuenta el suministro oral de Mo y
el resultado dado por el INTA-Balcarce del analisis quimico realizado a la pastura del potrero donde se
encontraban, surge que ambos lotes fueron sometidos a un desafio similar al de una dieta con un tenor de Mo =
40-50 ppm/materia seca (relacion cobre—molibdeno de 1:7,5), situacion ésta corregida con el suministro de cobre
parenteral en el otro lote.

Las muestras de sangre para la determinacion de progesterona fueron recolectadas con EDTA tres veces por
semana y el plasma fue conservado a —20°C hasta su utilizacién. La determinacion hormonal fue realizada por el
método del radioinmunoanalisis (RIA) con progesterona marcada con lodo de alta actividad especifica, con
anticuerpos obtenidos en conejo “Francia” en titulo de 1/125.000 y separacién de fracciones libre y unida a través
de una solucién de carbén activado y Dextran T-70.

Asimismo, cada 2 semanas se tomaron muestras de sangre para efectuar determinaciones de hematocrito
(método del tubo capilar con centrifugado a 12.000 rpm durante 5 minutos), hemoglobina (método
fotocolorimétrico de la cianmetahemoglobina con lectura a 540 nm), ceruloplasmina oxidasa (técnica de Rice
modificada, utilizando sustrato de p-fenilendiamina en buffer de acetato, lectura a 540 nm) y cupremia
(batocuproina, lectura a 480 nm).

Para la determinacion de Cobre hepatico se extraje-ron muestras de higado mediante puncién-biopsia a 2
animales de cada lote en el momento previo, a los 2 y 4 meses de comenzado el ensayo; las concentraciones de
cobre se evaluaron mediante método convencional

Las lecturas fotocoloriméricas fueron efectuadas en un espectrofotdmetro Coleman Perkin—Elmer 55-B,
provisto de microcubeta con vaciado automatico. La medicion radiactiva del | fue realizada mediante un contador
gamma Alfa Nuclear totalmente automatizado y computarizado.

Las variables peso corporal, hematocrito, hemoglobina, cobre sérico y ceruloplasmina oxidasa, fueron
analizados por anélisis de la variancia mediante un disefio experimental de medidas repetidas en el tiempo. Previo
al andlisis se probaron los supuestos de normalidad por la técnica de Kolmogorov-Smirnov (correccion de
Lilliefors) y el supuesto de homogeneidad de la variancia por la técnica de Levene. La pruebas de comparaciones
maltiples fueron realizadas mediante contrastes ortogonales por el método de Scheffe.

Para la variable cobre hepético, el analisis de la variancia se realiz6 bajo un disefio en bloques completa-mente
aleatorizados, a dos vias: efecto tratamiento (suplementacion con molibdeno y con cobre y molibdeno) y efecto
bloque (meses de tratamiento). Se probaron los supuestos de independencia de los datos, de normalidad (Wilk—
Shapiro) y de homogeneidad de las variancia (Bartlett). En todos los casos las pruebas de hip6tesis fueron
rechazadas con un & menor de 5 % (p < 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los animales afectados de molibdenosis presenta-ron retrasos importantes de peso (Figura 1) y un significativo
grado de anemia puesto de manifiesto por las disminuciones de hematocrito y hemoglobina (Tablas 1 y 2). Tales
declinaciones fueron similares a las observa-das anteriormente en la molibdenosis experimental de bovinos y
ovinos.

El estado cuprico interno evaluado a través de la actividad de ceruloplasmina oxidasa y las concentraciones de
cobre hepatico y sanguineo (Figuras 2 y 3, Tabla 3), revelaron hipocuprosis en el lote que solo recibié un exceso
de molibdeno, asi como el efecto beneficioso del cobre parenteral suministrado al otro lote. Este comportamiento
de la cupremia fue diferente al observado en rumiantes tratados con tetratiomolibdatos, donde se obtuvo un
persistente incremento del cobre unido a albiminas plasméticas, acompafiado de una disminucion en la actividad
de ceruloplasmina oxidasa, aunque ambos procesos parecen no estar relacionados Es dable destacar la cautela con
gue deben interpretarse datos obtenidos mediante diferentes metodologias, pues en el Gltimo caso la concentracion
total de cobre se determind por absorcion atdmica, en tanto que en el nuestro se us6 el método fotocolorimétrico
de la Batocuproina con desproteinizado previo de la muestra con acido tricloroacético. Los resultados hacen
suponer que si existieron altos contenidos de cobre unido a proteinas, éstos quedaron atrapadas en el precipitado y
no estuvieron presentes en el sobrenadante valorado. La concentracion de cobre unido a proteinas plasmaticas se
puede incrementar por accién de tiomolibdatos tras la formacion de complejos insolubles. También se observé que
en sueros de ovinos tratados con &cido tricloroacético, se removia en un bajo porcentaje el cobre unido a
globulinas y albiminas, especialmente cuando habian recibido tratamiento con tetratiomolibdatos
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Figura 1. Evolucion del peso corporal. Las diferencias entre tratamientos fueron
significativas (p < 0,05) y se iniciaron en el segundo mes del ensayo.
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A partir del seguimiento de la progesteronemia a lo largo de los seis ciclos estrales esperados en cada uno de
los animales (Figuras 4 y 5), pudo observarse que tres de las vaquillonas molibdenéticas entraron en anestro a
partir de la mitad del ensayo y las dos restantes mostraron actividad ovarica interrumpida por ciclos ausentes. En
contraposicion, los animales con exceso de molibdeno pero suplementados con cobre presenta-ron ritmo normal
de ciclicidad en todos los casos. Del analisis estadistico del nimero total de celos en ambos tratamientos surge un
x? = 21,82 (p < 0.01).

En bovinos suplementados con Mo durante periodos muy largos, los ovarios examinados por via rectal eran
pequefios e inactivos; algunos animales tenian ovarios que contenian uno o mas quistes foliculares y en ninguno
de estos casos pudo detectarse progesterona en plasma También se registraron incrementos de los episodios de
liberacion de LH, que aumentaron el crecimiento folicular culminando con el restablecimiento del ciclo ovérico
normal Asimismo, en ensayos de molibdenosis experimental en bovinos, la secrecion de LH fue alterada por el
Mo dietario, provocando bajas frecuencia de picos y de secrecion basal de LH comparada con los controles. Es
bien conocido que los periodos de anestro estan asociados a escasa liberacion de LH, y es probable que ello haya
ocurrido en el grupo que solo recibié Mo.

Tabla 1. Evolucién del hematocrito (%) en ambos lotes. Las diferencias (p < 0,05) se iniciaron al quinto mes.

promedio [C, <95 % LC, 95 % desvio esiangdar

semanas Mo Co+Mo Mo Co+Mo Mo Co+Mo Mo Co+Mo
Previo 43 43 41 3G 46 48 2,19 3,43
2 38 34 37 36 41 42 1,64 2,34
- 39 39 36 35 42 43 2,39 3,08
& 40 42 39 37 42 47 1,30 4,04
] 43 42 40 38 45 46 2,74 3,08
10 36 41 32 37 40 48 311 3,96
12 36 40 33 36 40 45 2,88 3,90
14 35 41 29 38 4] 43 458 1,82
16 35 i 29 36 41 42 515 2,74
18 34 37 27 33 40 41 532 3,27

Tabla 2. Comportamiento de la hemoglobina (g/dl) en ambos lotes.
Las diferencias (p < 0,05) se iniciaron al quinto mes.

promedio LC. =95% LC. =95 % desvie estandar

Semias Mo Co+Mo Mo Co+Mo Mo Co+Mo Mo Co+Mo
Previo 14,57 14,49 13,34 13,54 15,79 15,44 0,549 0.7a
2 13,34 13,59 12,30 12,93 14,37 14,25 0,83 0,53
4 247 12,82 11,74 11,50 13,20 14,13 0,59 1,06
6 13,98 14,71 13,07 13,05 14,88 16,38 0,73 1,34
B 14,35 14,52 13,31 13,39 15,38 15,64 0,83 0.91
10 13,20 14,84 11,93 13,12 14,48 16,55 1,03 1,38
12 12,68 14,23 11,29 12,95 14,08 15,51 1,12 1,03
14 11,06 13,42 8,68 12,74 13,43 14,09 1,91 0,54
16 11,29 14,04 841 12,69 14,17 15,39 232 1,09
18 11,13 12,56 748 10,89 14 75 14,22 2,95 1,34
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Figura 2. Evolucion del cobre sérico. El efecto tiempo detectd diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 3. Evolucion del cobre hepético. El efecto tiempo detect6 diferencias significativas (p<0,05).
L

— Rl b
[y F] .|. - Rl M

4.de7



Sitio Argentino de Produccién Animal

= L) L o o
! L L L 1

N EERE

[ I R R -]

T *T8Y¥ER ISP

N - oD

124

>

o N O @

- * g ¥ ERp 3R

o N R &R D

112

T ¥FT R ¥R R I E

124

o M A m =

- * R $ 8 R 3 B &

112

oM A O @

112
128 |

T2 R Y ER I B

O -2 MW o o:

- T R ¥ g ez g T 8

Figura 4: Comportamiento de la progesteronemia

en animales del lote que solo recibié Mo

Figura 5: Comportamiento de la progesteronemia

en animales que recibieron Mo mas
suplementacién con Cu

Ordenadas: concentraciones hormonales (ng/ml). Abcisas: tiempo (dias)
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Tabla 3. Actividad de ceruloplasmina oxidasa (U/L) en ambos lotes.
El efecto tiempo detect6 diferencias significativas (p<0,05).

promedio L. <95 % LC. =95 % desvio estandar

SemAs Mo Co+Mo Mo Co+Mo Mo Co+Mo Mo Co+=Mo
Previo 7.4 7.0 42 1.9 10,6 12,2 2,59 4,14
2 10,4 0.8 8.5 .6 12,2 15,1 ] | 348
4 7.2 10,9 3.0 5.1 11,3 l&,8 337 4,71
& 10,0 10,6 54 65,2 14,7 14,9 374 349
B 07 11,3 6,5 82 12,9 14,3 2,61 247
10 0.5 11,5 6,3 7.3 12,7 158 2,60 342
12 8.8 11,1 48 g3 12,9 13,9 327 234
14 7.8 10,3 44 iR 11,2 11,8 2,74 1,20
£ 0.2 10,5 g i, 1 11,5 14,9 1,86 354
B 0.0 104 41 &4 13,8 14,3 3,93 317

Acorde a estos resultados, se concluye que la actividad ovarica de las vaquillonas fue alterada
significativamente por el exceso de Mo y que el tratamiento correctivo con una dosis Unica de cobre subcutaneo
fue suficiente para mantener un ritmo normal del ciclo durante los 4 meses que duré el ensayo. Esto indica que no
existié una accidn per se del exceso de Mo sobre la actividad ovérica, sino que las alteraciones observadas fueron
provocadas por la deficiencia de Cu secundaria a la molibdenosis.
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