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Abreviaturas

ACTH: adrenocorticotrofina.

ADN: acido desoxiribonucleico.

ARN: &cido ribonucleico.

BDR: biodisponibilidad relativa.

DTM: dominio transmembrana.

EAA: espectrofotometria de absorcion atomica.
FA: fosfatasa alcalina.

GDP: ganancia diaria de peso.

GH: hormona de crecimiento.

GR: globulos rojos.

H-E: hematoxilina-eosina.

IBR: rinotraqueitis infecciosa bovina.

IGF-I: factor de crecimiento I similar a la insulina.
IWTO: International Wool Textile Organization.
LPS: lipopolisacaridos.

MAP-K: proteina quinasa activada por mitdégenos.
MS: materia seca.

MT: metalotioneina.

NK: natural killer.

NPV: nucleo paraventricular.

NPY': neuropéptido Y.

NRC: National Research Council.

PKC: proteina kinasa C.

SLC: solute-linked carrier.

Zip: Zrt- and Irt-like proteins.
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Resumen

Con los objetivos de: 1) desarrollar un modelo de deficiencia subclincia de zinc (Zn)
en ovinos y 2) estimar la biodisponibilidad relativa (BDR) del Zn en un complejo Zn-
aminoacidos con respecto al sulfato de Zn (ZnSQO,) para ovinos en crecimiento, se
Ilevaron a cabos dos ensayos.

En el primer ensayo, 10 corderos de raza Corriedale, con un peso promedio de 10,09
kg de peso, fueron asignados aleatoriamente a dos grupos: Basal (B) y Suplementado
con Zn (Z). La dieta B contenia 10 ppm de zinc (Zn), base materia seca (MS), y la dieta
Z fue suplementada con ZnSQO,, para aportar un nivel extra de 30 ppm de Zn. El ensayo
se extendid por el término de 5 meses, periodo durante el cual los animales se pesaron
mensualmente. También con esta periodicidad, fueron sangrados de vena yugular, para
la posterior medicion de pardmetros hematoldgicos y de los niveles de Zn, Cu y
fosfatasa alcalina (FA) en plasma. A los 45 dias y hacia el final del periodo
experimental, se realizaron ensayos de balance de Zn, Cu y nitrégeno (N).
Posteriormente, se procedio al sacrificio de los animales y se recogieron muestras de
masculo (longissimus dorsi, supraescapular y semimembranoso), higado, péancreas,
testiculo, rifion, pulmon, hueso (metacarpo y metatarso) y lana para la determinacion de
los niveles de Zn y Cu. Por otro lado, también se tomaron muestras de piel (zonas del
flanco y del vientre), hueso (metacarpo y metatarso, tercios distales), testiculo, pancreas
y del epitelio de lengua, eso6fago, rumen y vejiga para ser procesadas histoldgicamente.
La ganancia de peso y la calidad de la lana fueron similares en ambos grupos, mientras
que la produccion de lana fue superior en el grupo Z. Los niveles de Zn plasmatico
fueron significativamente mayores en el grupo Z que en el grupo B, pero los niveles de
FA plasmatica, el hematocrito, la concentracion de hemoglobina, y el ndimero de
glébulos rojos, leucocitos y linfocitos en sangre no difirieron entre grupos. Las
cupremias tendieron (p<0,10) a ser mayores en el grupo B. De acuerdo al primer ensayo
de balance, las retenciones de Zn y de N fueron significativamente mayores en el grupo
Z. Laretencion porcentual de Zn en grupo B fue mayor y mostrd la puesta en marcha de
los mecanismos homeostaticos. La retencion de Cu tendi6 (p<0,10) a ser mayor en el
grupo B. En el segundo ensayo de balance los resultados (Zn, Cu y N) fueron similares.

En el segundo ensayo, 20 corderos Corriedale, con un peso de 15,3 kg fueron
asignados en forma aleatoria a cinco grupos: Basal (dieta con 10 ppm de Zn),
suplementados con ZnSO, y con un complejo Zn-aminoacidos para proveer, en ambos
casos, niveles adicionales de 10 y 20 ppm. Con los animales, se trabajé con una
metodologia similar al primer ensayo. Para la determinacién de la BDR del Zn a partir
del complejo Zn aminoéacidos en comparacion con ZnSO, fueron elegidas las cinco
variables que respondieron, en las dos fuentes, con incrementos lineales al aumento de
la dosis de Zn. Las mismas fueron: Zn aparentemente digerido (periodos 1 y 2),
retencion de Zn (periodos 1y 2) y Zn hepatico. Si bien, en los cinco casos la pendiente
del complejo Zn aminoécidos fue numéricamente mayor que la de la fuente patron
(BDR entre 105 y 125), las diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas.

Tomados en su conjunto, los resultados de ambos trabajos demuestran la validez del
modelo de deficiencia de Zn, en el que varios indicadores pueden ser utilizados en
ensayos de BDR. Bajo las condiciones de nuestro ensayo, la BDR del Zn a partir del
complejo Zn aminoacidos no parece ser mayor a la del ZnSO,.
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Summary

With the objectives of: 1) to develop a model of subclinical zinc (Zn) deficiency in
sheep, and 2) to estimate the relative bioavailability (RBA) of Zn from a Zn amino acids
complex relative to Zn sulfate (ZnSO,) in lambs, two trials were carried on.

In the first experiment, 10 Corriedale lambs with an average weight of 10.09 kg were
randomly assigned to two groups: Basal (B) and Supplemented with Zn (Z). Diet B
contained 10 ppm of Zn, dry matter (DM) basis, and the Z diet was supplemented with
ZnS0Oy, to provide an extra level of 30 ppm Zn. The trial lasted for five months, during
which the animals were weighed monthly. Also with this periodicity, they were bled
from the jugular vein for subsequent measurement of hematological parameters and Zn,
Cu and alkaline phosphatase (ALP) concentration in plasma. At 45 days and at the end
of the experimental period, Zn, Cu and nitrogen (N) balance assays were performed.
Subsequently, we proceeded to the slaughter of animals and samples of muscle
(longissimus dorsi, suprascapular and semimembranosus), liver, pancreas, testis,
kidney, lung, bone (metacarpus and metatarsus) and wool were collected for Zn and Cu
determination. In addition, skin samples (flank and belly zones), bone (metacarpal and
metatarsal distal thirds), testis, pancreas and epithelium of tongue, esophagus, rumen
and bladder were also taken to be histologically processed. Weight gain and wool
quality were similar in both groups, while wool production was higher in the Z group.
Plasma Zn levels were significantly higher in the Z group than in the B group, but ALP
plasma levels, hematocrit, hemoglobin concentration, and erythrocytes, leukocytes and
lymphocytes in blood did not differ between groups. The plasma Cu tended (p <0.10) to
be higher in group B. According to the first trial balance, Zn and N retention were
significantly higher in the group Z. The percent retention of Zn in group B was
increased and it showed the activation of homeostatic mechanisms. Cu retention tended
(p <0.10) to be higher in group B. In the second trial balance the results (Zn, Cu and N)
were similar.

In the second experiment, 20 Corriedale lambs, weighing 15.3 kg, were randomly
assigned to five groups: Basal (diet with 10 ppm Zn), supplemented with ZnSO,4 and a
Zn-amino acid complex to provide, in either case, additional levels of 10 and 20 ppm.
With animals, we worked with a methodology similar to the first experiment. For the
determination of the RBA of Zn from Zn amino acid complex compared to ZnSO, were
chosen five variables linearly respondents, in the two sources, to increasing doses of Zn.
They were apparently digested Zn (periods 1 and 2), Zn retention (periods 1 and 2) and
liver Zn. Although in all five cases the slope of Zn amino acid complex was numerically
greater than that of the standard source (RBA between 105 and 125), the differences
were not statistically significant.

Taken together, the results of both studies demonstrate the validity of Zn deficiency
model, in which various indicators can be used in assays of RBA. Under the conditions
of our assay, the RBA of Zn from Zn amino acid complex does not appear to be higher
than that of ZnSO,.
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CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA

Introduccion

Ya en 1869, Raulin demostr6 que el zinc (Zn) es requerido para el crecimiento del hongo
Aspergillus niger (Valle, 1986). Las pruebas inequivocas de que el Zn es un nutriente esencial
para los animales fueron obtenidas, por primera vez, por Todd et al. (1934), trabajando con
ratas. Sin embargo, su importancia practica para los animales de interés productivo no fue
reconocida hasta 1955, a partir de los trabajos de Tucker y Salmon, realizados en cerdos.

La deficiencia de Zn ha sido producida en bovinos, bajo situaciones experimentales y
utilizando dietas semisintéticas (Miller y Miller, 1960; Miller y Miller, 1962; Miller et al.,
1965b; Ott et al., 1965). Los informes de casos de deficiencia clinica de Zn en bovinos bajo
pastoreo son relativamente escasos. EI primero de ellos fue realizado por Legg y Sears (1960)
en la Guyana Britanica. Posteriormente, Dynna y Havre (1963) informaron también casos en
Noruega, Spais y Papasteriadis (1974) en Grecia y Al-Saad et al. (2011) en Irak.

La deficiencia experimental de Zn fue descripta por primera vez en ovinos por Ott et al.
(1964) y en caprinos por Miller et al. (1964). También existen informes de casos de
deficiencia clinica de Zn ocurridos naturalmente en ovinos (Pierson, 1966; Nelson et al.,
1984; Al-Saad et al., 2010) y en caprinos (McDowell, 1992).

La deficiencia de Zn es un tema de relevancia mundial en la nutricion de los seres humanos,
y los alimentos de origen animal son una fuente importante del mineral. En grandes zonas del
planeta, y, en especial, el Africa subsahariana y el sur de Asia, los habitantes consumen dietas
con insuficiente contenido de Zn, lo que se ha relacionado con menores tasas de crecimiento
en nifios de menos de 5 afios (Wessells y Brown, 2012).

Propiedades guimicas y funciones del zinc en el organismo

Las lesiones, los signos clinicos y las consecuencias productivas de una deficiencia de Zn
pueden explicarse a partir las innumerables funciones que cumple este mineral en el
organismo animal. A su vez, estas funciones bioldgicas del Zn estdn asentadas en las
caracteristicas quimicas unicas del mismo.

El Zn tiene un nimero atémico de 30 y un peso atémico de 65,37 y se encuentra, en la tabla
periodica, al fin de la serie de los elementos de transicion, en el grupo 1IB. Se presenta como
cation divalente, pero sus propiedades quimicas son largamente dependientes de la posesion
del orbital 3d completo. Esto hace que no participe de reacciones de oxidacidn-reduccién en
los sistemas bioldgicos, como aceptor o donante de electrones (Chesters, 1978), sino como un
acido de Lewis, en funciones que requieren un catalizador de este tipo, como la protedlisis o
la hidratacion del dioxido de carbono. Asi, se marca una a diferencia con otros metales, por
ejemplo, el cobre (Cu), que existe en dos estados de oxidacidn, como iones cuproso y cuprico
(Cu®y Cu™), y que forma parte de un conjunto de enzimas, llamadas oxidasas.

Una propiedad importante que hace al Zn un cofactor catalitico conveniente es que el
intercambio del ligando es rapido y permite, por lo tanto, una rapida disociacion del producto
y un recambio eficiente (McCall et al., 2000).



El Zn, ademas, tiene tendencia a formar uniones coordinativas relativamente estables con
ligandos electronegativos como el nitrégeno (N, usualmente, con la histidina de cadenas
polipeptidicas), el azufre (S, generalmente, de la cisteina) y el oxigeno (del aspartato o del
glutamato), brindando rigidez a los dominios estructurales de algunas proteinas (Zubay,
1998).

Enzimas
El Zn forma parte de casi 300 metaloenzimas en diferentes especies (Vallee y Auld, 1990).
Los ejemplos mas importantes de Zn metaloenzimas y su funcion especifica se detallan en la

tabla siguiente (Zubay, 1998; Underwood y Suttle, 1999; McCall et al., 2000):

Tabla I.1. Principales enzimas zinc dependientes y sus funciones.

Enzima Funcion

Anhidrasa carbonica formacion de CO,

Alcohol deshidrogenasa oxidacion de alcoholes

Retinol deshidrogenasa oxidacion del retinol (vitamina A)
Fosfatasa alcalina hidrolisis de grupos fosfato

Maélico deshidrogenasa ciclo de Krebs (malato«—— oxalacetato)
Lactico deshidrogenasa piruvato «—— lactato (anaerobiosis)

Alfa manosidasa hidrolisis de polimeros de manosa (glicoproteinas)
Glutamico deshidrogenasa alfa-ceto glutarato + NH;" —— glutamato
Acido aminolevulinico deshidratasa sintesis del grupo hemo

Leucina aminopeptidasa degradacion de polipéptidos

Dipeptidasas degradacion de dipéptidos

Colagenasas degradacion de la matriz extracelular
Carboxipeptidasas A y B pancreaticas digestion de las proteinas

ADN polimerasa sintesis de ADN

ARN polimerasa sintesis de ARN

Ribonucleasa degradacion de ARN

Cu-Zn superdxido dismutasa antioxidante citosolico

Con este panorama puede rapidamente comprenderse su vital papel en el metabolismo de
los hidratos de carbono, de las proteinas y de los acidos nucleicos, en la divisién celular, la
reproduccion, el funcionamiento del sistema inmunoldgico, el metabolismo de la vitamina A,
el control de los radicales libres, etc.

A nivel enzimético, el Zn cumple 4 tipos de funciones: a) catalitica, b) cocatalitica, c)
estructural y d) como regulador alostérico negativo.

Un ejemplo de la funcion catalitica del Zn es la anhidrasa carbonica de los eritrocitos. Esta
enzima posee un atomo de Zn por molécula, lo cual corresponde a un contenido del 0,33 %, y
la remocion del metal resulta en una completa inactivacion de la enzima. La anhidrasa
carbonica interviene en la reaccion reversible H,O + CO, = H* + HCO3'. El i6n Zn participa,
probablemente, en el primer paso de la reaccion. Basicamente, el Zn funciona como un &cido
de Lewis, y se liga a la molécula de agua. Debido a la neutralidad del grupo imidazol de la



enzima, el complejo Zn-H,O alcanza una acidez maxima, haciendo posible la ionizacion del
H,O a OH’, a pH 7. La reactividad del grupo nucleofilico OH" es suficiente para que la
anhidrasa carbdnica ataque la molécula electrofilica CO,. Como resultado, se forma el
producto final HCO3". Se piensa que el Zn actda de manera similar en otras metaloenzimas
que contienen Zn en su sitio activo (Galdes y Vallee, 1983; Williams, 1989).

Figura I.1. Rol propuesto del Zn en la anhidrasa carbonica (Zubay, 1998).
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Algunas enzimas contienen dos 0 mas atomos de Zn (u otro metal), en las que un atomo de
Zn ocupa un sitio catalitico y el resto, igualmente esenciales, se agrupan cercanamente en
sitios cocataliticos. Un ejemplo es la fosfatasa alcalina (FA), que contiene dos atomos de Zn'y
uno de magnesio (Mg). El primer i6n Zn se une a una molécula de agua, necesaria para la
catalisis, a dos histidinas y una glutamina, mientras que el segundo ién Zny el Mg se unen a
otros ligandos menos usuales, como serina, treonina, etc. Otros ejemplos similares son la
fosfolipasa C, la nucleasa P1 (tres iones Zn) y la leucina aminopeptidasa (dos iones Zn)
(Vallee y Auld, 1993).

El Zn tiene un rol estructural en el caso de la Cu-Zn superdxido dismutasa y se coloca en un
sitio que no es esencial para la catélisis. En este caso un atomo del metal se une
tetrahédricamente a los atomos de S de cuatro residuos cisteina y es necesario para mantener
la estructura cuaternaria de la holoenzima. El rol catalitico esté a cargo del Cu (Kirchgessner
etal., 1993).

El Zn puede cumplir la dos funciones ya mencionadas en una misma enzima, por ejemplo,
en la alcohol deshidrogenasa hepatica. Esta posee cuatro atomos de Zn por molécula: dos son
esenciales para su actividad catalitica y dos son necesarios para estabilizar la estructura
terciaria de la enzima (Chesters, 1978).

Finalmente, el Zn funciona como un regulador alostérico negativo en enzimas que no
requieren metales para su actividad catalitica: fructosa 1,6-difosfatasa (neoglucogénesis),
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (glucolisis), aldehido deshidrogenasa, caspasa-3 y
proteina tirosina fosfatasa. La proteina tioneina tiene la capacidad de ligar estos atomos de Zn
que se unen a sitios inhibitorios de las enzimas, y asi aumentar la actividad enzimatica, pero
no puede remover el Zn de los sitios cataliticos (Maret et al., 1999).

No siempre es posible distinguir entre estas funciones. Una buena ilustracion la proveen las
ARN y ADN polimerasas. La funcion puede ser catalitica por unién al sustrato (iniciador o
molde). Alternativamente, el Zn puede mantener la conformacion, sin ser parte del sitio activo



de las enzimas. Una tercera posibilidad es que el Zn actie de manera regulatoria proveyendo
especificidad a las proteinas involucradas en la replicacion y transcripcion (Wu 'y Wu, 1983).

Hormonas

La insulina cristalina contiene cantidades sustanciales de Zn, y se han llevado a cabo varios
estudios (la mayoria en ratas) sobre el rol del Zn en la sintesis, almacenamiento y secrecion de
la insulina, asi como la interaccion hormona-receptor y la respuesta final en 6rganos blanco
(Jansen et al., 2009). La funcion del Zn es, fundamentalmente, proveer estabilidad a las
uniones entre las cadenas polipeptidicas de la proteina, a nivel de los grupos sulfhidrilos. Una
de las desventajas de las uniones disulfuro es que, en un ambiente reductor, el S de los
aminoacidos azufrados puede ser protonatado, lo que puede causar la ruptura de los puentes
disulfuro, con la consecuente pérdida de la conformacion de la proteina. Una segunda
desventaja de los puentes disulfuro es que permiten poco movimiento alrededor de ellos y, por
lo tanto, restringen la conformacién de la proteina. Por el contrario, el Zn no puede ser
reducido y no tiene tantas demandas estereoquimicas en la molécula (Williams, 1984). Asi, el
Zn brinda a las enzimas y otras proteinas Zn dependientes estabilidad conformacional a varios
pH sin causar obstaculos estéricos (Swinkels et al., 1994).

El Zn parece tener relacién con otras hormonas, como corticoides adrenales, gonadotrofinas,
testosterona, hormona de crecimiento, etc. Flynn et al. (1972) han sugerido que la accion de la
adrenocorticotrofina (ACTH) en corteza adrenal es Zn dependiente, ya que la ACTH es
incapaz de estimular la sintesis de corticosteroides en ratas deficientes en Zn. La deficiencia
marginal de Zn en ratas se asocia, también, a menores niveles circulantes de somatotrofina
(Kirchgessner y Roth, 1985). En trabajos realizados con machos de distintas especies, la
deficiencia de Zn produjo una disminucion de la espermatogénesis y de la sintesis de
testosterona por las células de Leydig (McDowell, 1992; Martin et al., 1994; Hamdi et al.,
1997).

El rol del Zn en los efectos bioldgicos de las hormonas esteroides se relaciona directamente
con la estructura de “dedos de Zn” de los receptores nucleares para este tipo de hormonas.
Esta funcion del Zn, en relacién a la acciéon de las hormonas, se tratara mas adelante, en el
item Regulacion de la expresion génica.

Membranas biologicas

El Zn protege a los grupos sulfhidrilos de las proteinas de membrana del dafio oxidativo
(Kirchgessner et al., 1993). Se ha demostrado que la deficiencia experimental de Zn
incrementa la susceptibilidad de los eritrocitos a la hemdlisis en presencia de soluciones
hipoténicas de NaCl en ratas (O’Dell et al., 1987) y cerdos (Johanning et al., 1990a).

Varios estudios han demostrado que la deficiencia de Zn altera la composicion de la
membrana plasmética. Se han detectado cambios en el contenido lipidico: incremento en la
relacién colesterol:fosfolipidos, disminucion del contenido de acido linoleico y un aumento de
oleico en fosfatidilcolina y fosfatidil-etanolamina (Johanning y O’Dell, 1989; Johanning et
al.,, 1990b). En modelos celulares de linfocitos T, fibroblastos y células nerviosas la
deficiencia de Zn se asocia con cambios apoptoticos y produce un incremento de la fluidez de
membrana en la interface agua/lipido, que es debida a una translocacion de fosfatidilserina
desde la parte interna hasta ese sitio, y un aumento de la fluidez en la region hidrofobica de la



membrana debida a un menor contenido de &cido araquidonico (Verstraeten et al., 2004), lo
cual puede alterar la funcionalidad de la membrana plasmatica. Avery y Bettger (1992)
hallaron una disminucion en el contenido de la proteina R5, pero no en el contenido de
espectrina, la principal proteina del esqueleto de membrana, ni en su forma oligomérica.

La actividad de las enzimas asociadas con la membrana plasmatica también es deprimida.
La restriccion del consumo asociada con la deficiencia de Zn fue el factor principal causante
en la reduccién relativa de la proteina RA (aduccina) y de la proteina R4. La deficiencia de Zn
disminuyd la actividad catalitica de la Ca-ATPasa y de la 5’ nucleotidasa en la membrana de
eritrocitos de ratas y cerdos (Johannig et al., 1990b). Ruz et al. (1992) hallaron también una
disminucion de actividad de FA en la membrana de GR humanos.

La deficiencia de Zn en ratas ha sido asociada con un incremento en la tendencia al
sangrado al parto, provocado por una alteracién en la agregacion plaquetaria (Gordon y
O’Dell, 1980; Emery et al., 1990). La captacion de Ca del medio extracelular es esencial para
la iniciacion de la agregacion plaquetaria, y dicha funcion es limitada en plaquetas extraidas
de ratas deficientes en Zn (Xia y O’Dell, 1995). Segtin el modelo actual (O’Dell, 2000), la
menor captacion de Ca se asocia a una menor actividad de la proteina quinasa C (PKC), una
enzima Ca dependiente, y es esto lo que provoca de la disminucion de la agregacion
plaquetaria.

Locomocion y postura anormales son signos clinicos de la deficiencia de Zn en conejillos de
indias (O’Dell et al., 1990a) y pollos (O’Dell et al., 1990b) causados por una neuropatia
periférica, caracterizada por una disminucion de la velocidad de la conduccion nerviosa y de
la actividad de la ATPasa Na-K dependiente.

La deficiencia de Zn se asocia también a defectos en el funcionamiento del sistema nervioso
central. EI Ca sirve como segundo mensajero en membranas pre y postsinapticas. La
captacion presinaptica de Ca ocurre via canales sensibles al voltaje, mientras que la captacion
postsinaptica de Ca es por via de canales activados por glutamato. De una manera similar a lo
que ocurre en las plaquetas, las vesiculas sinapticas de cerebro preparadas a partir de animales
deficientes en Zn exhibieron una reduccion del 40 % en la captacion de Ca cuando fueron
estimuladas con el neurotransmisor glutamato (Browning y O’Dell, 1994).

Aparentemente, la captacion de Ca es el defecto en comin que ocasiona disturbios
funcionales tanto en la membrana plasmatica de los glébulos rojos (GR) como en la de
plaquetas y células nerviosas.

La hemdlisis de los GR sujetos a estrés osmotico es el resultado de la captacion de agua y el
concomitante incremento de su volumen. La recuperacion del volumen ocurre via un
mecanismo que involucra un canal de Ca sensible al estiramiento, lo que lleva indirectamente
a la activacion de un canal de K, Ca dependiente y, por lo tanto, a la pérdida de K y agua
(Pierce y Politis, 1990). Para la activacion del canal de K es necesario, entonces, un
incremento en la captacion de Ca, la que podria estar disminuida por una deficiencia de Zn.
Por otro lado, como lo sefialan Lauf y Mangor-Jensen (1984), los grupos sulfhidrilos son
necesarios para el transporte de K en los GR de ovejas. Xia et al. (1999) demostraron que la
concentracion de grupos sulfhidrilos en la membrana de GR de ratas esta inversamente
correlacionada con la fragilidad osmotica. En este ensayo, las ratas deficientes en Zn tuvieron
menores concentraciones de grupos sulfhidrilos y mayor hemdlisis que las ratas control. La
replecion con Zn durante 2 dias restaurd estos parametros a valores normales. Esta rapida
reversion de ambos defectos sugiere que son el resultado de una modificacion post-
traduccional de algunas proteinas de membrana.



O’Dell (2000) propone que la disminucion de la captacion de Ca cuando las células son
estimuladas por una sefial extracelular, ya sea esta una hormona, un mitégeno o un estimulo
fisico, es producida por la falla de los canales de Ca, sulfhidrilo dependientes. En el modelo
propuesto, un i6n Zn se une con una relativamente baja afinidad a un grupo sulfhidrilo
esencial. La afinidad de union debe ser tal que el Zn se disocia cuando la concentracion de Zn
libre en ese microambiente cae a causa de una deficiencia de Zn. Asi, en ausencia de Zn el
grupo sulfhidrilo de una proteina de membrana critica es rapidamente oxidado para formar un
grupo disulfuro.

Por otro lado, existe un activo campo de investigacion acerca la funcion del ion Zn como
molécula de sefializacion en la regulacion de la excitabilidad neuronal. Se han demostrado
acciones del Zn sobre canales idnicos sensibles a ligandos (glutamato, acido y-aminobutirico,
receptores P2X) y a voltaje, como ciertos canales de Ca, K y Na (Sandstead et al., 2000;
Mathie et al., 2006; Paoletti et al., 2009).

Sistema inmunitario

El Zn cumple una serie de roles esenciales para el sistema inmunitario. Es necesario, por
ejemplo, para mantener la estructura de la timulina, un nonapéptido con accién hormonal
producido por el timo. La actividad de la timulina sérica decae en la deficiencia de Zn en
humanos y animales (Prasad et al., 1988). Debido a ello, y, probablemente, al papel que
cumple el Zn en la sintesis de acidos nucleicos y proteinas, la deficiencia de Zn produce toda
una gama de disfunciones a nivel de la inmunidad celular y humoral (Fraker y King, 2004),
los que se discutiran mas adelante.

Vitamina A

La enzima Zn dependiente retinol deshidrogenasa (un tipo de alcohol deshidrogenasa) es
esencial para la conversion de retinol en retinal, una reaccion necesaria para la vision nocturna
normal (Chesters, 1978). Ademas, el Zn parece intervenir en la sintesis de la proteina
portadora de retinol (RBP, Retinol Binding Protein) y de la RBP celular (cRBP), las que
permiten la movilizacion de la vitamina A desde las reservas hepaticas y la captacién en los
tejidos extrahepaticos, respectivamente (Smith et al., 1973; Parul y West, 1998). Los trabajos
realizados en corderos (Saraswat y Arora, 1972) y cabras (Prasad y Arora, 1979; Chhabra y
Arora, 1985) indican que la deficiencia de Zn se asocia a una disminucién de retinol sérico.
Sin embargo, otras investigaciones no han dejado en claro el real significado de estos
hallazgos, ya que se demostré que la disminucion de la vitamina A plasmética puede ser
causada también por una restriccion del consumo de alimento (Smith et al., 1976; Carney et
al., 1976), por lo que el efecto de la deficiencia de Zn puede ser directo o indirecto. En los
ensayos realizados en humanos y animales de experimentacion, a pesar de los roles
bioquimicos demostrados del Zn, ha sido dificil aislar el efecto de la deficiencia de Zn de
aquel producido por una falla en la sintesis proteica causada por un déficit energético-proteico
(Parul y West, 1998). Otros trabajos asocian los bajas concentraciones hepaticas y sericas de
vitaminas A y E, halladas en animales deprivados de Zn, a una disminucién de la absorcion de
lipidos (Kim et al., 1998). Este problema podria deberse a la menor sintesis de fosfolipasa A;
pancreatica, enzima que hidroliza la fosfatidilcolina a lisofosfatidilcolina, lo que lleva a una



menor formacion y absorcion de quilomicrones en intestino, y, por lo tanto, a una defectuosa
absorcion de lipidos y vitaminas liposoblubles (Noh y Koo, 2001).

Regulacion de la expresion génica

Los factores de transcripcion son proteinas que se ligan a porciones especificas del ADN,
e influyen de esta manera en la regulacion de la expresion génica. Los sectores de esas
proteinas que toman contacto con el ADN deben poseer una determinada estructura,
estabilizada en muchos casos por el Zn, formando los dedos de Zn (“zinc fingers”). Esta
estructura comprende un atomo de Zn ligado en forma tetrahédrica a los atomos de S de dos
cisteinas y a los atomos de N de dos histidinas, conteniendo la cadena polipeptidica unos 30
aminoacidos. Las proteinas reguladoras poseen tres de estas estructuras repetidas, de manera
que pueden unirse optimamente a la doble hélice de ADN. Han sido reconocidas, hasta el
momento, mas de 200 proteinas regulatorias con estas estructuras en eucariotas, o el
equivalente a alrededor del 3 % del genoma (Klug, 2010). La primera en ser identificada fue
el factor de transcripcion para la ARN polimerasa Il (FTIIA), el que se une a una region de
control interna del gen del ARNr 5S. Los receptores para las hormonas esteroides (estrégenos,
progesterona, androgenos, glucocorticoides y mineralocorticoides) y para el acido retinoico, el
acido cis-retinoico, el 1-25 (OH), vitamina D3 y las hormonas tiroideas contienen estructuras
similares a dedos de Zn. Cada monémero del receptor contiene dos porciones plegadas, con
un atomo de Zn cada una, unido a su vez a cuatro moléculas de cisteina. Cuando se produce la
unién hormona-receptor ocurre la dimerizacién del receptor, y es asi como se une a la doble
hélice de ADN (Zubay, 1998; Klug, 2010). De esta manera, el Zn tiene una participacion
indirecta en la accion de un gran nimero de hormonas a nivel de las células blanco.

Actualmente se reconocen una variedad de proteinas que contienen estructuras con dedos de
Zn de diferente tipo y otras llamadas proteinas RBR (“ring between ring fingers”), y que
cumplen funciones de interaccion proteina — proteina, y no solamente como factores de
transcripcion, por ejemplo en la transduccion de sefiales, la regulacién de la ubiquitinizacion,
de la citoarquitectura, de la adhesion celular, etc. (Kadrmas y Beckerle, 2004; Eisenhaber et

al., 2007).
Existen Zn metaloenzimas que también intervienen en la expresion génica. Las ARN
polimerasas I, 11 y I11 son esenciales para la sintesis de los ARN ribosomal, mensajero y de

transferencia (Cramer et al., 2008). La timidina quinasa, que participa en la sintesis de la
timidina trifosfato, la ADN polimerasa, que interviene en la replicacion del ADN, vy la
ribonucleasa, que degrada los acidos nucleicos, también son Zn metaloenzimas (Duncan y
Hurley, 1978; Perederina et al., 2010; Sharif et al., 2012). Asi, se comprende el rol
fundamental del Zn en la sintesis de los acidos nucleicos y de las proteinas, en la replicacion y
la diferenciacion celular y en la reproduccion.

Ademas, el Zn puede jugar un rol regulatorio de genes especificos. EI ejemplo mas
conocido en mamiferos es la regulacion de la expresion del gen de la metalotioneina (MT),
una proteina que interviene, a su vez, en el metabolismo de algunos minerales, como el Cu y
el Zn (Figura 1.3). Para la regulacion de la transcripcion por medio de un metal se necesitan
tres elementos (Cousins, 1994):

a) un elemento sensible al metal (“metal responsive element”, MRE) situado en la
secuencia promotora, que se ubica corriente arriba del sitio de iniciacién de la transcripcion
del gen. Este elemento sensible al metal tiene, generalmente, 13 a 15 pares de bases.



b) un factor de transcripcion que se une al elemento sensible al metal (“metal
responsive element-binding protein”, MRE-BP).

c) un metal inductor que se une mediante un enlace covalente coordinativo con el
factor de transcripcion. Blalock et al. (1988) concluyeron a partir de su trabajo en ratas que el
Zn, a concentraciones fisioldgicas, es un inductor méas potente para el gen de la MT que el Cu.
Ademas de la MT, el Zn puede estar implicado en la regulacion transcripcional de otros
genes.

Cuando se compararon dietas deficientes con dietas suficientes en Zn, este metal demostrd
ser un inductor de la sintesis de ARN mensajero de varias enzimas, no directamente
relacionadas con el metabolismo del Zn: apolipoproteina A-1, aldolasa B, citocromo b,
ubiquitina, citocromo ¢ oxidasa, alfa amilasa pancredtica, proteina portadora de acidos grasos,
colecistoquinina, uroguanilina, sintetasa inducible de 6xido nitroso, receptor de citoquinas en
células T, calreticulina, etc. (Shay y Cousins, 1993; Cousins et al., 2003). Por otro lado, existe
evidencia creciente de que el Zn puede ser un regulador transcripcional negativo de algunos
genes (Jackson et al., 2008).

Absorcion y metabolismo

Transportadores de zinc

La cantidad de genes que codifican proteinas con motivos que ligan Zn ha sido estimada en
maés del 3 % del genoma humano. La ubicuidad de estas proteinas y la importancia de sus
funciones explica porqué los organismos han desarrollado rutas especificas para regular
homeostaticamente la disponibilidad de este micronutriente esencial en sitios celulares
especificos a través de un conjunto de transportadores (Cousins et al., 2006).

Los transportadores de Zn se agrupan en dos familias: a) las proteinas ZnT, llamadas
anteriormente CDF (Cation Diffusion Facilitator) y ahora SLC30 (Solute-Linked Carrier 30) y
b) las Zip (Zrt—and Irt-like proteins), denominadas SLC39 (Solute-Linked Carrier 39) (Liuzzi
y Cousins, 2004).

Las proteinas ZnT y Zip tienen roles opuestos en la homeostasis celular del Zn. Los ZnT
reducen el Zn intracelular citoplasmatico promoviendo el eflujo celular hacia afuera de la
célula o el influjo hacia adentro de las organelas. Los transportadores Zip incrementan los
niveles de Zn intracelular promoviendo el transporte desde el fluido extracelular o desde las
vesiculas intracelulares hacia el citoplasma (Lichten y Cousins, 2009, Jeong y Eide, 2013).

La investigacion en torno a este tema ha progresado a partir de la aplicacion de técnicas
moleculares, tales como interferencia de ARN, transfeccion celular, andlisis gendémico y
“noqueo” de genes.

Transportadores ZnT

Se conocen hasta el momento 10 transportadores de Zn en mamiferos pertenecientes a esta
familia (ZnT1-10). EI mecanismo de transporte especifico que utilizan no se conoce con
exactitud. La extrusion de Zn y el deposito vesicular de Zn ocurren frente a un gradiente de
concentracion del mineral. No se ha informado en células de mamiferos de un trasporte activo



primario ligado a ATPasa, y es probable que funcionen como un transporte activo secundario,
mediado por antiportadores, tal vez Na/Zn (Cousins et al., 2006; Sekler et al., 2007).

Existe una considerable homologia de secuencia entre los miembros de esta familia. Las
proteinas varian en tamafo, pero todas tienen 6 dominios transmembrana (DTM), con la
excepcion del ZnT5, que tiene 12. La mayoria tiene los extremos C y N dentro del citoplasma,
y un lazo largo intracelular rico en histidina entre los DMT IV y V, que representa un dominio
que liga Zn. Ademas, muestran 4 DTM amfipaticos que forman canales a través de los cuales
el Zn puede ser translocado (Cousins et al., 2006).

ZnT1 (SLC30A1)

El ZnT1 fue el primer transportador de Zn de mamiferos en ser descubierto (Palmiter y
Findley, 1995). Es considerado como un regulador primario del eflujo celular de Zn. Se
localiza en vesiculas y en la membrana basolateral de los enterocitos, y participa en la
transferencia del Zn a la circulacién (Cousins y McMahon, 2000). Esta localizacion fue
confirmada por inmunohistoquimica (Yu et al., 2006) en es6fago, duodeno y ciego de ratdn.
En rifidn también tiene una orientacion basolateral, mas abundante en tdbulo contorneado
distal y el tibulo grueso ascendente, lo que sugiere un rol de recuperacién de Zn a partir del
filtrado glomerular y explica la alta capacidad reabsortiva del rifion en un amplio rango de
consumo de Zn (Cousins y McMahon, 2000; Baer y King, 1984). Se sugiere un rol protectivo
del ZnT1 en sistema nervioso central (SNC) y un rol en la regulacién del Zn sinaptico (Nitzan
et al., 2002). El ZnT1 es abundante en la placenta, especialmente en la membrana del saco
vitelino, y participa en la provision de Zn de madre a feto (Cousins y McMahon, 2000). La
mutacion nula del ZnT1 produce letalidad embrionaria en raton (Langmade et al., 2000). EI
ZnT1 es el exportador de Zn en leucocitos, pero otros miembros de la misma familia
participan en diferentes subpoblaciones (Overbeck et al., 2008).

En la mayoria de los ensayos, la suplementacion con Zn resulté en una induccién del
ARNmM de ZnT1, y, por el contrario, una disminucion del Zn intracelular disponible utilizando
un quelante (TPEN 6 N, N, N’, N'-tetrakis-(2-piridilmetil) etilendiamina) redujo
marcadamente los niveles de ARNm de ZnT1. Este modo de respuesta es similar al del gen de
la MT. La respuesta del ARNm del ZnT1 es lenta frente a bajos niveles de Zn comparada con
la de otros transportadores de Zn. Luego del tratamiento de las células con TPEN la expresion
de los otros genes de transportadores de Zn retorna a lo normal, pero la de ZnT1 permanece
baja. Por lo tanto, es razonable hipotetizar que un mecanismo mas conveniente de adaptacién
celular a la baja disponibilidad de Zn es reducir los niveles de ZnT1, por lo tanto el eflujo,
antes que mantener altos niveles de expresion de importadores de Zn (Liuzzi y Cousins,
2004). El ZnT1 y la MT trabajan en concierto para incrementar la resistencia a los altos
niveles de Zn, pero el ZnT1 juega un rol mas importante en regular los niveles de Zn libre
dentro de las células (Palmiter, 2004).

Este modo de respuesta general del ZnT1 puede variar en intestino. El transportador ZnT1
es expresado en membrana basolateral de los enterocitos (con mayor abundancia en duodeno
y yeyuno), y media el transporte de Zn desde el enterocito a la sangre. Se demostrd que, en
respuesta a la manipulacion dietaria en ratas, ZnT1l aumenta sus niveles con la
suplementacion con Zn, pero no se modifica con la restriccion (McMahon y Cousins, 1998).
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ZnT2 (SLC30A2)

A diferencia del ZnT1, el ZnT2 esta localizado en vesiculas intracelulares. EI ARNm de este
transportador ha sido localizado en algunos tejidos: intestino delgado, rifién, placenta,
pancreas, testiculos, vesiculas seminales y glandula mamaria. La expresion de ZnT2 en
intestino delgado y rifion de rata responde altamente al Zn. La deficiencia de Zn reduce el
ARNmM de ZnT2 a niveles indetectables y la suplementacion con Zn produce una marcada
induccion del ARNm de ZnT2 (Liuzzi et al.,, 2001). La asociacion del ZnT2 con altas
concentraciones celulares de Zn y su localizacion vesicular en células acinares del pancreas
sugiere gque este transportador puede funcionar a través de un camino exocitico, antes de la
incorporacion de Zn en proteinas pancreaticas secretadas para controlar las pérdidas
enddgenas (Liuzzi et al., 2003).

Ademas, el ZnT2 es uno de los transportadores responsables de la secrecion del Zn en la
leche (Lonnerdal, 2007).

ZnT3 (SLC30A3)

Este transportador fue identificado en corteza cerebral, hipocampo, médula espinal, testiculo
y timo. Los patrones de expresion del transportador en el cerebro de raton adulto coinciden
con neuronas glutaminérgicas que contienen Zn dentro de las vesiculas sinapticas,
especialmente del hipocampo, y se sugiere que el ZnT3 estd localizado en la membrana de
estas vesiculas (Lichten y Cousins, 2009). Sin embargo, el rol del Zn en la regulacion de la
neurotrasmision, no es suficientemente comprendido en la actualidad, a pesar de décadas de
investigacion (Toth, 2012).

ZnT4 (SLC30A4)

Las hembras de ratén con una simple mutacién en el gen ZnT4 (genotipo Im, lethal milk)
producen leche con un bajo contenido en Zn y sus crias mueren de deficiencia de Zn postnatal
(Ackland y Mercer, 1992). Esto sefiala la importancia del ZnT4 en la incorporacion del Zn en
la leche. Ademas, la restriccién de Zn incrementa la expresion de ZnT4 en glandula mamaria
(Kelleher y Lonnerdal, 2002). La absorcién y el metabolismo del Zn de las crias parece ser
normal, pero mas tardiamente, hacia los 8 meses de edad, estos animales comienzan a exhibir
signos clinicos de deficiencia de Zn (Erway y Grider, 1984). Ademaés de glandula mamaria,
ZnT4 es expresado en cerebro, intestino delgado y rifién, localizdndose en vesiculas
intracelulares y en la red transgolgi. A pesar de la localizacion en intestino, no parece ser
esencial para la normal absorcion de Zn (Liuzzi y Cousins, 2004).

ZnT5 (SLC30A5)

El transportador hZTL1 en humanos, luego llamado hZnT5, con una localizaciéon en
membrana apical de los enterocitos, fue descubierto, al mismo tiempo, por Cragg et al. (2002)
y por Kambe et al. (2002). Los autores proponen que puede mediar la captacion de Zn a través
de la membrana plasmatica. Sin embargo, su importancia fisioldgica en la absorcion de Zn no
estd elucidada. EI ARNm de ZnT5 es expresado en pancreas enddcrino, ovario, prostata,
testiculo, rifdn y cerebro, pero su localizacion es en sistema de vesiculas y no en la membrana
plasmética. EI ZnT5 fue encontrado en las células  del pancreas, por lo que se propuso como
un transportador de Zn hacia adentro de las vesiculas de almacenamiento de insulina, ricas en
Zn (Kambe et al., 2002).
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El ZnT5 interactda con el ZnT6 para formar un complejo que puede transportar Zn en un
camino secretorio (Ellis et al., 2005). Asi, la formacion de complejos hetero-oligoméricos
ZnT5/ZnT6 se considera esencial para sus funciones, ya que ambos genes tienen que ser
expresados para activar la FA no especifica de tejido (Suzuki et al., 2005).

ZnT6 (SLC30A6)

Las mayores concentraciones de ARNm de ZnT6 se encuentran en higado, pulmon, rifidn,
cerebro e intestino delgado. La localizacion intracelular inmunol6gicamente detectable de
ZnT6 muestra que colabora en el transporte del Zn citoplasmatico hacia adentro el aparato de
Golgi y las vesiculas (Lichten y Cousins, 2009).

ZnT7 (SLC30A7)

El ARNm de ZnT7 es expresado en intestino delgado, higado, bazo, rifion, corazon, cerebro
y pulmédn. El ZnT7 se localiza en vesiculas perinucleares. Su sobreexpresion en células de
ovario de hamster chino (CHO) llevé a la acumulacion de Zn vesicular en la region
perinuclear cuando el Zn en el medio era incrementado, lo que sugiere que el ZnT7 puede
transportar el Zn hacia adentro de las vesiculas para reducir el Zn citoplasmatico (Kirschke y
Huang, 2003). Los ratones con el gen ZnT7 “noqueado” desarrollan deficiencia de Zn y
respuesta a la suplementacion dietaria. Estos ratones deficientes muestran un pobre
crecimiento y menor acumulacion de grasa, lo que sugiere que el ZnT7 juega un rol critico en
mantener la homeostasis celular del Zn y puede estar involucrado en la regulaciéon de la
composicion corporal (Huang et al., 2007).

ZnT8 (SLC30A8)

La insulina es almacenada en vesiculas secretorias en las células B del pancreas como un
hexamero unido con dos atomos de Zn™" y es liberada por exocitosis en respuesta a estimulos
externos, tales como una elevada concentracion de glucosa. Cuando ocurre la exocitosis, los
granulos de insulina se funden con la membrana celular, liberando la insulina y el Zn a la
circulacion (Qian et al., 2000). Posteriormente, se ha identificado el transportador especifico
de los islotes de Langerhans (denominado ZnT8), que facilita la acumulacién de Zn desde el
citoplasma hacia adentro de las vesiculas intracelulares (Chimienti et al., 2004; Lemaire et al.,
2012).

ZnT9 (SLC30A9)

La evidencia sugiere que el ZnT9 es translocado desde el citoplasma al nucleo durante la
fase S y que interactia con varias proteinas mitéticas (Sim et al., 2002), pero no se ha
demostrado su rol como transportador.

ZnT10 (SLC30A10)

El ZnT10 ha sido encontrado limitado a higado y cerebro fetales, por lo que se especula que
podria jugar un rol importante durante el desarrollo fetal, pero hasta el momento no se han
Ilevado estudios para analizar su funcion (Lichten y Cousins, 2009).
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Transportadores ZIP

La familia Zip estd integrada por 14 miembros, hasta el momento (Lichten y Cousins,
2009). La mayoria de las proteinas Zip tiene 8 DTM, con las terminaciones amino y carboxilo
extracellulares (o intravesiculares). Una caracteristica comun es un largo lazo, rico en
histidina, entre los DTM 11l y IV y un muy corto extremo C. Probablemente sean los DTM IV
y V los implicados en el paso de los cationes Zn (Liuzzi y Cousins, 2004). EI mecanismo de
transporte mediado por Zip no es bien conocido. La captacion de Zn puede ser un proceso
facilitado dirigido por un gradiente de concentracion, pero se ha sugerido también un
mecanismo de cotransporte (Cousins et al., 2006; Eide, 2006; Lin et al.; 2010).

Zipl (SLC39A1)

La sobreexpresion del transportador Zipl en celulas de eritroleucemia K562 incremento la
captacion de Zn®, localizandose en membrana plasmética (Gaither y Eide, 2001b). EI ARNm
de Zipl es abundantemente expresado en varios tejidos de ratén, pero no en pancreas. Sin
embargo, la abundancia de ARNm de Zip1 en intestino no es regulada por el Zn dietario, por
lo que no estaria involucrado en el proceso de absorcion de Zn (Gaither y Eide, 2001a;
Dufner-Beattie et al., 2003b). En células mononucleares THP-1, el transportador Zipl
aumento ligeramente en la deplecion aguda de Zn y disminuyd con la suplementacion con Zn
(Cousins et al., 2003). Coincidentemente, Wang et al. (2004), hallaron que la deficiencia de
Zn disminuy0 la tasa de endocitosis de Zipl y de Zip3, e incrementd los niveles de estos
transportadores en membrana plasmatica de células BHK transfectadas y la captacion de Zn.
Esto sefiala que la endocitosis de los transportadores Zip puede jugar un rol en el control
homeostatico de la reabsorcién de Zn. El “noqueo” del gen de Zipl en ratéon no produjo
ningln efecto aparente cuando el consumo de Zn fue normal, pero puede afectar
adversamente la supervivencia embrionaria cuando el consumo de Zn es limitante (Dufner-
Beattie et al., 2006).

Zip2 (SLC39A2)

Al igual que el anterior, la sobreexpresion de Zip2 en células embrionarionarias renales
humanas incrementd la captacion de Zn® (Gaither y Eide, 2000). Por otro lado, la deplecién
del Zn en células mononucleares resultd en un incremento de la expresion de Zip2 (Cao et al.,
2001). De acuerdo al trabajo de Cousins et al. (2003), Zip2 fue un gen humano que respondid
con un mayor incremento a la deplecién de Zn y fue regulado en baja con la suplementacion
con Zn. Sin embargo, las diferencias con los animales parecen ser grandes. Por ejemplo, el
genotipo Zip2”™ no demostré signos de deficiencia de Zn, pero parece ser mas sensitivo a la
deficiencia de Zn durante la prefiez (Peters et al., 2007).

Zip3 (SLC39A3)

Este transportador responde de similar manera que los dos anteriores, pero la especificidad
por el Zn parece menor. Se ha encontrado en médula ésea y bazo, y en menor cantidad en
intestino delgado e higado (Liuzzi y Cousins, 2004). La expresion de Zip3 es alta en células
epiteliales mamarias y es inducible por la prolactina. Su funcion es la de un importador de Zn
en estas células especializadas, que durante la lactacion secretan una cantidad importante del
mineral en leche (Kelleher y Lonnerdal, 2005).
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Zip4 (SLC39A4)

El hZip4 fue identificado como el gen responsable de la acrodermatitis enteropatica
humana, un sindrome de malabsorcion de Zn (Wang et al., 2002a; Kasana et al., 2015). Un
similar defecto hereditario relacionado con la absorcion del Zn es citado en bovinos
(Kroneman et al., 1975; Machen et al., 1996). La administracion de Zn cura esta afeccion y la
absorcion de Zn en este caso ocurriria por otros transportadores de menor afinidad o por la
ruta paracelular. Zip4 se expresa, en humanos, en intestino delgado y rifion, y en ratones en
intestino delgado y saco vitelino, con pequefias cantidades en estomago e higado (Liuzzi y
Cousins, 2004). El gen y la proteina Zip4 son dindmicamente regulados por multiples
mecanismos postranscripcionales en respuesta a la disponibilidad de Zn. Se ha demostrado
que el transportador Zip4 se acumula en la membrana apical de los enterocitos de ratones
deficientes en Zn debido a un incremento en la estabilidad el ARNm vy en la estabilizacién de
la proteina. Por el contrario, cuando la provision de Zn se incrementa, el ARNm es
desestabilizado y la proteina es internalizada y degradada rapidamente (Dufner-Beattie et al.,
2003a; Kim et al., 2004; Andrews, 2008). Existen diferencias en la respuesta al “noqueo” del
gen en relacién a la supervivencia embrionaria. La pérdida completa de la funcion del Zip4 no
es letal para el embrion en humanos, pero si en raton, lo cual sugiere la falta de un sistema de
transporte alternativo para proveer Zn a través de la placenta (Lichten y Cousins, 2009).

Tomados conjuntamente, la regulacion positiva de Zip4 en los enterocitos y la regulacion
negativa de ZnT1 y ZnT2 en células acinares pancreaticas cuando se suministra una dieta baja
en Zn son factores claves que balancean la absorcion intestinal con las pérdidas enddgenas via
secreciones pancreaticas (homeostasis).

Zip5 (SLC39A5)

Zip5 es expresado en varios tejidos, como intestino delgado (superficie basolateral de los
enterocitos), pancreas (células acinares) y saco vitelino, pero a diferencia de Zip4 la expresion
del gen Zip5 no es inducida en la deficiencia de Zn, y la proteina Zip5 es removida de la
superficie celular e internalizada en esta situacion. Probablemente tenga un rol antagonico al
Zip4, actuando en la remociéon del Zn del cuerpo. Cuando la dieta aporta cantidades
adecuadas de Zn el Zip5 puede funcionar removiendo el Zn desde la sangre via pancreas e
intestino, los sitios mayores de excrecion de Zn en mamiferos, mientras que la adquisicion de
Zn intestinal via Zip4 es minima. En contraste, durante los periodos de deficiencia de Zn,
cuando la secrecion de Zn por el pancreas y el intestino es minimizada, el Zip5 es removido
de la superficie celular, y la captacion intestinal de Zn se ve aumentada por induccién del
Zip4 (Dufner-Beattie et al., 2004; Geisser et al., 2013).

Zip6 (SLC39A6)

El Zip6, también Ilamado HLIV-1, es expresado abundantemente en la membrana
plasmatica de tejidos sensibles a las hormonas esteroides, tales como placenta, glandula
mamaria y prostata (Taylor y Nicholson, 2003). Es de enorme interés en humanos ya que su
expresion es estimulada por estrogenos en células de cancer de mama (Manning et al., 1998).
El Zip6 estd implicado en el influjo de Zn hacia la célula y puede actuar como una
metaloproteinasa que degrada proteinas de la matriz extracelular, por lo que se lo relaciona
con el desarrollo y la metéstasis de tumores (Stamenkovic, 2003). Por otro lado, el Zip6
parece también estar relacionado con la homeostasis del Zn en células del sistema inmunitario
(Lichten y Cousins, 2009) y en cerebro (Chowanadisai et al., 2005).
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Zip7 (SLC39A7)

El transportador KE4 humano (hKE4) o Zip7 se encuentra en reticulo endopldsmico de una
amplia variedad de células: placenta, higado, pancreas, glandula salival, rifidén, hipotalamo y
prostata. Su funcion es el transporte de Zn desde las organelas hacia el citoplasma. En el
DTM V posee un motivo metaloproteinasa, al igual que otros transportadores de la subfamilia
LZT (Taylor et al., 2004). Coincidentemente, otro trabajo mas reciente cita al Zip7 como
esencial para el transporte del Zn desde el aparato de Golgi hacia el citoplasma. Este
transportador esta regulado por el status de Zn, ya que su abundancia en las membranas de
vesiculas intracelulares disminuye con la suplementacion del mineral (Huang et al., 2005).

Zip8 (SLC39A8)

El gen BIGM103 o Zip8 esta altamente expresado en humanos: pancreas, pulman, higado y
timo, y su localizacion es intracelular (endosomas y lisosomas). En monocitos, este gen es
inducido por la pared de Mycobacterium bovis, lipopolisacaridos (LPS) y el Factor de
Necrosis Tumoral a (TNFa) (Begum et al., 2002). La proteina Zip8 tiene actividad de
transportador de Zn desde la organela hacia el citoplasma y de metaloproteasa. Su
localizacion en endosomas puede estar asociada con la eliminacion mediada por fagocitosis
de componentes microbianos en macrofagos (Begum et al., 2004). Aydemir et al. (2006)
hallaron que Zip8 es ain mas abundante en linfocitos T, pero no se verificd respuesta ante una
suplementacion moderada de Zn en humanos adultos. Por otro lado, un trabajo reciente (He et
al., 2006) demostrd, en una linea celular de fibroblastos fetales de raton, que Zip8 interviene
en la captacion celular de manganeso (Mn) y de cadmio (Cd). En células de rinén canino,
Zip8 se localiza en la membrana apical y también actuaria en la captacion y disposicion de
Mny Cd.

Zip9 (SLC39A9)

Este transportador ha sido identificado a nivel subcelular, mediando el transporte de Zn
desde las organelas hacia el citoplasma, pero su importancia en la homeostasis celular del Zn
parece ser menor a la de otros transportadores (Matsuura et al., 2009).

Zip10 (SLC39A10)

El Zip10 es un transportador ubicado especificamente en la membrana plasmatica de los
hepatocitos y se considera como el responsable del ingreso de Zn en este tipo de células
(Lichten y Cousins, 2009).

Zip1l (SLC39A11)
El Zipll colabora en la homeostasis tisular del Zn, y ha sido aislado en la mucosa de
estdbmago, ciego y colon (Martin et al., 2013).

Zipl2 (SLC39A12)
Este transportador puede estar relacionado con el transporte de Zn en cerebro (Bly, 2006).

Zipl3 (SLC39A13)
El Zip13 es un transportador que se encuentra en el Aparato de Golgi y permite el eflujo del
Zn hacia el citoplasma. Su delecion en ratones o su mutacion en humanos se han identificado
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con defectos graves en el desarrollo del tejido conectivo y el hueso (Fukada et al., 2008;
Giunta et al., 2008).

Zip14 (SLC39A14)

Desde hace cierto tiempo, era conocido que las respuestas sistémicas frente a la infeccion y
la inflamacién incluyen la captacion hepética de Zn, lo que produce una hipozinquemia
transitoria, pero las proteinas transportadoras implicadas en estos procesos no habian sido
investigadas. El Zip14 fue el transportador de Zn que mayor respuesta mostrd frente a la
inflamacion, interleukina (IL) 6 y LPS en los hepatocitos de raton. Estos elementos elevaron
la cantidad de ARNm de Zipl4 y la cantidad de Zipl4 en la membrana plasmaética de los
hepatocitos y la respuesta fue especifica para este 6rgano (Liuzzi et al., 2005). El Zip14 puede
mediar la captacion hepatica de otros cationes, como el Fe no ligado a la transferrina, el que
aumenta en casos de hemocromatosis y de sobrecarga de Fe (Liuzzi et al., 2006). De acuerdo
a Tominaga et al. (2005), el transportador Zip14 es esencial en el proceso de adipogénesis.
También se han encontrado variantes de este transportador en otros tejidos, como intestino,
rifidn y testiculo, aunque no esté clara su significancia funcional (Lichten y Cousins, 2009).

Absorcién

En monogastricos, la absorcion del Zn tiene lugar principalmente en el intestino delgado
(McDowell, 1992). Lee et al. (1989) hallaron que la mayoria de la absorcidn de Zn a partir de
una dosis oral en humanos ocurre en la parte proximal del intestino delgado, pero este
fendmeno es probablemente una funcion del mayor nivel del Zn presentado a las células
epiteliales en esta region. La capacidad de absorcion de Zn del colon de rata es al menos tan
alta como la de regiones méas proximales (Seal y Mathers, 1989; Gisbert-Gonzélez y Torres-
Molina, 1996; Condomina et al., 2002). En rumiantes, se admite que el intestino delgado es
también el principal sitio de absorcion (Miller y Cragle, 1965). Aunque se postul6 la
posibilidad de la absorcion del Zn en el rumen (Arora et al., 1969), trabajos modernos
demostraron que si bien el Zn es tomado por los epitelios ruminal y omasal, no parece existir
un pasaje mas alla de la serosa (Wright et al., 2008).

Los estudios funcionales sobre el transporte y la captacién intestinal de Zn han usado
distintas preparaciones: sacos evertidos de intestino de rata (Seal y Mathers, 1989), intestino
de rata aislado y vascularmente perfundido (Smith y Cousins, 1980; Hoadley et al., 1987) y
vesiculas de membrana de borde en cepillo de intestino delgado de rata (Menard y Cousins,
1983) y de cerdo (Blakeborough y Salter, 1987; Tacnet et al., 1990).

La alta capacidad de la albimina plasmatica para ligar Zn lleva a que la mayoria del Zn
plasmatico esté unido a proteinas (Ford, 2004). Similarmente, es probable que el Zn libre en
el lumen intestinal, en presencia de una digesta compleja, represente una pequefia proporcion
del Zn total. La concentracion de Zn total intracelular es alta, y ha sido estimada en alrededor
de 200 uM o 13 pg/ml (Palmiter y Findley, 1995). Sin embargo, la presencia de proteinas
limita dramaticamente la concentracion de Zn libre, la que fue estimada por Outten vy
O’Halloran (2001) en un rango fentomolar, correspondiente a menos de un 4tomo de Zn libre
por célula.

El proceso de absorcion puede ser dividido en dos eventos separados: primero, la captacion
del Zn desde el lumen intestinal hacia el interior del enterocito, y, segundo, el transporte
desde la célula hacia la sangre (Krebs, 2000). Varios investigadores hallaron que el transporte
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de Zn tiene un componente saturable y otro no saturable (Menard y Cousins, 1983; Hoadley et
al., 1987; Blakeborough y Salter, 1987; Tacnet et al., 1990; Fleet et al., 1993). Los procesos
saturables ocurren a través de un mecanismo de difusion facilitada (mediado por
transportadores), que puede ser secundariamente activo (Cousins et al., 2006). Cuando se
incluyé ouabaina en el medio de incubacion de los sacos evertidos de intestino (Seal y
Mathers, 1989), las tasas de transferencia de Zn (proceso saturable) se redujeron un 28 %, en
el promedio de las dietas usadas y de sitios del tracto gastrointestinal. La reduccién fue mayor
en duodeno (33 %) y en colon (38 %) que en ileon (1 %). El efecto de la ouabaina indica que,
al menos en algunos sectores del intestino, existen pasos en la absorcion de Zn que son
dependientes de la ATPasa Na-K. Una pequefia porcidn de la captacion y el transporte puede
ser no saturable, a través de una difusion simple (Steel y Cousins, 1985) y un movimiento
paracelular (Bronner, 1987).

La captacion saturable puede involucrar la unién con ligandos de bajo peso molecular, que
estan presentes en el lumen intestinal. EI complejo Zn-ligando dona el Zn a un transportador
de membrana y, subsecuentemente, el transportador libera el Zn hacia el interior de la célula
(Swinkels et al., 1994). Como se sefialara anteriormente, el Zip4 es el principal transportador
localizado en la membrana apical de los enterocitos implicado en la absorciéon de Zn, y sus
niveles aumentan en la deficiencia de Zn.

Existen algunos transportadores, como el ZnT2, encargados de internalizar el Zn en las
vesiculas de los enterocitos y de regular el nivel de Zn intracelular, pero su importancia
aumenta cuando se proveen niveles dietarios elevados del mineral. Yu et al. (2006) han
confirmado por inmunohistoquimica la localizacion intracelular, ya sea en vesiculas o en la
region perinuclear, de ZnT4, ZnT5, ZnT6 y ZnT7, aunque la abundancia en distintos sitios del
tubo digestivo es variable.

El proceso a través del cual el Zn es transportado a través de la célula hasta la membrana
basolateral, para su posterior liberacion no se conoce en profundidad (Ford, 2004; Wang y
Zhou, 2010). Dentro del enterocito, el transporte de Zn estaria a cargo de una proteina
intestinal rica en cisteina (PIRC), la que incrementa la absorcion del Zn, transportandolo
desde la chapa estriada (extremo apical) hasta la membrana basolateral. La PIRC se une en
una gran proporcion al Zn que entra en la mucosa intestinal, a bajas concentraciones de Zn
dietario, y esta union es saturable a niveles mayores. Sin embargo, su sintesis no es inducible
por el Zn ni por otros metales. De modo que falta elucidar algunos aspectos del papel de la
PIRC en la absorcion del Zn. La MT intestinal compite por el Zn con esta proteina, de manera
que contribuiria a regular la absorciéon de Zn (Hempe y Cousins, 1992: Levenson et al., 1994).
De todas maneras, este modelo PIRC/MT fue puesto en dudas, ya que Fleet et al. (1993)
hallaron evidencias conflictivas trabajando en células Caco-2, y los trabajos modernos lo han
dejado de lado. Por lo tanto, no se considera en la Figura 1.2. Asimismo, la presencia de Zn
chaperonas ha sido postulada, pero no demostrada fehacientemente, como sucedio6 claramente
con las Cu chaperonas (Hill y Link, 2009).

El pasaje desde el enterocito a la corriente sanguinea, a traves de la membrana basolateral,
es un proceso mediado por ZnT1, aunque sus niveles no aumentan en la deficiencia de Zn. El
pasaje serosa-mucosa, importante en la excrecion del mineral, estd a cargo del transportador
Zip5.

El ensayo de Jou et al. (2009), en el que se trabajé con cuatro niveles dietarios de Zn en
ratas, confirma la importancia de Zip4 y ZnT1 en el proceso de absorcion intestinal de Zn.
Ademas, el ZnT5 aparece en membrana apical de enterocitos en jejuno como encargado del
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eflujo de Zn hacia el lumen intestinal y el ZnT7 parece mediar la secuestracion del Zn en
vesiculas intracelulares y el trafico transcelular del mismo en el enterocito (Cousins, 2010).

La eficiencia maxima de absorcion de Zn en intestino delgado se alcanza temprano en la
vida, a juzgar por el trabajo de Hambidge et al. (2006), quienes hallaron que la absorcion de
Zn es similar en nifios de 4 meses que en adultos, cuando es ajustada por el largo del intestino.

Ademas de los transportadores de Zn propuestos, la MT es otra proteina que interviene en el
metabolismo del Zn, asi como de otros microminerales. La MT es una proteina de bajo peso
molecular, alrededor de 6.500 daltons, formada por una simple cadena de 61 amino&cidos y
que tiene capacidad para ligar 5 a 7 atomos de metal por molécula (gracias a su alta cantidad
de cisteinas, alrededor de un 25-30 % de sus amino&cidos). Se une preferentemente a Cd,
mercurio (Hg), Cu y Zn. Debido a que la MT intestinal es sintetizada en proporcion al Zn
dietario, se ha propuesto un rol de la misma en la regulacién de la absorcion del Zn (Cousins,
1985; Cousins y Lee-Ambrose, 1992). La MT reduce la absorcion de Zn, secuestrandolo
dentro del enterocito, debido a su mayor afinidad por este mineral con respecto a otras
proteinas intestinales.

Sin embargo, el rol de la MT en la absorcion del Zn ha sido criticado por algunos
investigadores. Flanagan et al. (1983) encontraron sélo efectos transitorios del nivel de Zn
dietario sobre la sintesis de MT intestinal. Similares conclusiones se obtienen a partir del
trabajo de Reeves (1995), en el que, si bien la concentracion de MT en intestino (y en otros
organos) aumento inicialmente, descendié luego a niveles cercanos a los del grupo control, a
pesar de que la concentracion dietaria del Zn era siete veces mayor en el grupo tratamiento.
Este autor propone que durante una exposicion de largo término se ponen en juego otros
mecanismos regulatorios de la absorcion de Zn. Adicionalmente, Coopen y Davies (1987)
encontraron que el Zn dietario solo induce la sintesis de MT intestinal en ratas a niveles de 5 a
80 ppm. A niveles mayores a 80 a 160 ppm, no hallaron una posterior induccion de la sintesis
de MT.

Durante varios afios, la hipotesis dominante acerca del mecanismo por el cual altos niveles
de Zn disminuyen la absorcién de Cu, se refiri6 a que el Cu se liga fuertemente a la MT
inducida por el Zn, se torna no disponible para su transporte a través de la membrana
basolateral de los enterocitos hacia la circulacion, y finalmente el Cu unido a la MT se pierde
a medida que progresa la descamacion de las células epiteliales intestinales (Cousins, 1985).
Sin embargo, Reeves et al. (1993) hallaron en ratas que 560 ppm de Zn disminuyeron la
concentracion de Cu en suero e higado, pero el efecto sobre la absorcion no estuvo asociado a
un incremento del Cu inmovilizado en los enterocitos sino a una interferencia en el transporte
de Cu hacia el interior de las células epiteliales. Estudios posteriores (Reeves y Rossow,
1996) confirmaron que el efecto de altos niveles de Zn y Cd sobre el status de Cu no es el
resultado de la unién de la MT con el Cu en el intestino, y que en ratones incapaces de
sintetizar MT (Reeves, 1998) la interaccion Zn-Cu se produce de igual manera.

Existen también diferencias de especie con respecto a la MT. Flanagan et al. (1983)
encontraron, en ratas, una relacion inversa entre niveles de MT en intestino y absorcion de Zn,
pero ninguna correlacion en el raton. Saylor et al. (1980) informaron que el contenido de MT
del intestino de los ovinos no es influenciado por el Cu ni por el Zn. Estos autores proponen
que la reducida capacidad de esta especie para sintetizar MT puede ser la causa su marcada
susceptibilidad a la intoxicacion con Cu.

En pollos se ha propuesto que la vitamina A podria intervenir en la regulacion de la
absorcion intestinal, estimulando la sintesis de los transportadores de Zn (Berzin y Bauman,
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1987). En relacion con ello, se ha demostrado que la deficiencia de vitamina A en ratas
disminuye la concentracion de Zn en algunos tejidos, como higado y testiculos (Rahman et
al., 1995). La adicion de 1,25 dihidroxi vitamina D3 puede beneficiar la absorcion de Zn en
cultivos celulares de células intestinales (Fleet et al., 1993) y en intestino de pollos e, incluso
mejorar la eficacia de las fitasas, pero no esta claro cuél es el mecanismo (Roberson y
Edwards, 1994). Hasta el momento, la relacion causal entre deficiencias de vitaminas Ay Dy
deficiencia de Zn es un area que no ha sido explorada convenientemente.

Figura 1.2. Modelo de la absorcion intestinal de Zn (adaptado de Cousins et al., 2006 y de
Lichten y Cousins, 2009; ver indicaciones en el texto).
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Factores de afectan la absorcién del zinc

Varios factores pueden afectar la absorcion del Zn, y, por lo tanto, su biodisponibilidad.
Estos factores han sido estudiados ampliamente en el hombre y animales monogastricos.
Entre otros, se citan: fitatos (O’Dell et al., 1964), calcio (Ca), generalmente potenciando la
accion de los fitatos (Zhou y Erdman, 1995), Cd (Doyle et al., 1974; Brzoska y Moniuszko-
Jakoniuk, 2001), Cu (Van Campen, 1969), hierro (Fe) (Kreuzer y Kirchgessner, 1994), fibra
(Kelsay et al., 1979) y baja proteina dietaria (Van Campen y House, 1974).

El &cido fitico o mioinositol hexafosfato existe naturalmente en las semillas de cereales y
oleaginosas, los ingredientes méas frecuentemente usados en las dietas de cerdos y aves, y
representa hasta el 70 % del fosforo (P) total. La hidrolisis del fitato en el tracto digestivo
puede ocurrir por accion de tres tipos de fitasas: dietarias, bacterianas y de la mucosa
intestinal. La accién de las fitasas dietarias puede tener importancia en monogastricos en
algunas ocasiones, ya que el grano de trigo tiene mayores niveles que el de maiz (NRC,
2012). Las fitasas microbianas degradan el fitato en rumiantes, tornando disponible el P y
minimizando el efecto antagdnico sobre el Zn (Yanke et al., 1998). Las fitasas intestinales se
hallaron en algunas especies, como el hdmster, pero su rol seria poco importante (Williams y
Taylor, 1985). El &cido fitico tiene una fuerte capacidad quelante de cationes di y trivalentes
de importancia nutricional, como Zn, Cu, Fe y Ca. Estos complejos son solubles a pH acido,
pero la solubilidad es muy baja en el pH neutro del intestino (Zhou y Erdman, 1995). Hace
varias décadas que se conoce el efecto antagonico de los fitatos sobre el Zn (O’Dell y Savage,
1960). En humanos también se identifico al acido fitico como el factor inhibitorio primario en
las dietas a base de proteina de soja (Lonnerdal et al., 1988; Zhou et al., 1992). Estudios in
vivo con ratas (Lonnerdal et al., 1989) y humanos (Sandstrom y Sandberg, 1992), e in vitro
(Simpson y Wise, 1990) han demostrado que so6lo los inositol fitatos con alto grado de
fosforilacion (penta y hexafosfatos) inhiben la absorcion del Zn.

La adicion de fitasas de origen microbiano mejora la utilizacion del Zn en pollos. Alrededor
de 0,9 mg de Zn fueron liberados por cada 100 U de fitasa, en un rango de 150 a 600 U de
fitasa/kg de alimento (Yi et al., 1996). Otro trabajo en pollos (Mohanna y Nys, 1999) hall6
que la adicién de 800 U de fitasa equivale a la incorporaciéon de 14 mg de Zn/kg de racion a
base de maiz y pellet de soja, por su efecto de incremento en la disponibilidad del Zn dietario.
De acuerdo con Revy et al. (2004), la adicion de 1.200 U de fitasa/kg de racion en lechones
destetados excede los efectos de la adicion de 20 ppm de Zn (a partir de ZnSO,4.7H,0), cuando
se consideraron las concentraciones plasmatica y 6sea de Zn, la retencion de Zn y los niveles
de FA plasmatica.

En un trabajo reciente realizado en humanos, Fredlund et al. (2006) hallaron que la
absorcion de Zn disminuy6 paulatinamente del 22 % al 6 % cuando se adicionaron cantidades
crecientes de fitatos al alimento, y que el agregado de solamente 50 mg de &cido fitico por
comida resulto en efectos estadisticamente significativos.

El efecto inhibitorio de los fitatos no existe en animales con rumen funcional, y s6lo puede
tener importancia practica cuando se usan sustitutos lacteos en terneros, en los que parte de la
proteina es aportada por fuentes vegetales. En un ensayo con dietas semisintéticas bajas en
Zn, la adicion de fitatos no agravo los signos clinicos de la deficiencia de Zn en corderos (Ott
etal., 1964).
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Efectos del Ca sobre la absorcion del Zn

Desde la década de 1950 se reconoce la importancia del Ca como antagonista del Zn en las
dietas comunes de cerdos, a base de grano de maiz y pellet de soja. Cuando se aumento el
contenido de Ca en las raciones de lechones destetados de 0,65 % a 1,25 % se presentd un
pobre crecimiento y una alta incidencia de paraqueratosis, 1o que se solucioné con la adicion
de 50 ppm de Zn como carbonato de Zn (Luecke et al., 1957). Similares resultados obtuvieron
Lewis et al. (1957) cuando incrementaron el contenido de Ca de 0,5% a 0,8 % 6 1,2 %.

Oberleas et al. (1962) compararon el desempefio de cerdos alimentados con raciones a base
de glucosa, con dos fuentes de proteina: caseina y harina de soja, con o sin adicion de acido
fitico y de Ca. Este ensayo demostrd que el &cido fitico es la sustancia vegetal que interfiere
con la absorcion de Zn y que el Ca a niveles elevados ejerce un efecto mayor con dietas altas
en fitatos. En concordancia con estos resultados, en estudios con ratas en los que se utiliz6
proteina de soja, la relacion molar (fitatos x Ca)/Zn predijo mejor la biodisponibilidad del Zn
que la simple relacion fitato/Zn (Fordyce et al., 1987).

AUn con dietas occidentales, relativamente bajas en fitatos, la interaccion Ca x fitatos x Zn
parece relevante en humanos. La suplementacién con 468 6 600 mg de Ca en una dosis
(Wood y Zheng, 1997; Argiratos y Samman, 1993) disminuyd la absorcién y el balance de
Zn. La forma en que se proveyo el Ca no influy6 en su efecto antagonico. La absorcion
aparente de Zn fue de 13,07 % en la dieta base y de 2,26 % y 0,98 % en las dietas
suplementados con Ca como fosfato de Ca o leche, respectivamente (Wood y Zheng, 1997).

Haaranen (1963) sefial6 que altos consumos de Ca pueden incrementar los requerimientos
de Zn en vacas lecheras. Sin embargo, cuando se observa el conjunto de datos que sustenta su
ecuacion de regresion, claramente se advierte que no pueden extraerse conclusiones
estadisticas valederas. El aumento del nivel de Ca de 0,25 a 0,50 % en raciones de
terminacion de novillos (Perry et al., 1968) disminuyo ligeramente los niveles de Zn sérico,
pero en ambos grupos estuvieron dentro de los limites normales (2,14 vs 1,88 pg/ml). Los
niveles de Zn sérico fueron similares luego de la dosificacion oral con Zn en vacas lecheras
que consumian dietas con 0,8 6 1,5 % de Ca (Kincaid, 1979). En otros trabajos en rumiantes,
los efectos de altas concentraciones de Ca dietario fueron estadisticamente significativos, pero
de pequefia magnitud (Fontenot et al., 1964; Mills y Dalgarno, 1967).

En ovinos los resultados son similares. La elevacion del Ca de 0,5 a 0,8 % en las dietas de
corderos (Pond, 1983) que contenian niveles de 19 a 26 ppm de Zn no perjudicé la ganancia
de peso ni la conversion alimenticia, ni los pardmetros sanguineos, como Zn y FA
plasmaticos. Similares niveles de Ca tampoco demostraron ser perjudiciales sobre el
desempefio reproductivo de ovejas gestantes y lactantes (Pond y Wallace, 1986). Mills et al.
(1967) informan en su publicacion que en un ensayo preliminar no pudieron producir la
deficiencia de Zn en corderos alimentados con una dieta conteniendo 35 % de pellet de soja
(un alimento alto en fitatos) y 1,6 % de Ca (como carbonato de Ca). A la luz de estos
resultados, y coincidiendo con Mills (1978), resulta improbable que el Ca pueda tener
importancia en rumiantes como antagonista del Zn en rumiantes.

Efecto del Fe sobre la absorcion del Zn

El Fe antagoniza la absorcion del Zn en el intestino de ratas, de acuerdo a lo que se
desprende del trabajo de Wien et al. (1994), con vesiculas de membrana de borde en cepillo.
Cantidades equimolares de Fe redujeron la absorcion de Zn entre 13 y 22 %. Yamaji et al.
(2001) hallaron que el Fe inhibe la absorcion de Zn en células intestinales humanas Caco2,
pero no lo inverso. También se estudié el antagonismo de estos minerales en segmentos de
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jejuno de ratas (Peres et al., 2001). El Fe disminuyd la captacion y la absorcion neta de Zn de
una manera dosis dependiente entre relaciones 2:1 y 5:1, y a partir de alli se alcanzé una
meseta. Esta competicion se observa a pesar de que los mecanismos de absorcién de ambos
minerales son diferentes (Kordas y Stoltzfus, 2004). El pasaje del Fe por la membrana apical
de los enterocitos es mediado por el DMT1 (divalent metal transporter-1) y el transporte a
través de la membrana basolateral por IREGL1 (iron regulated transporter 1) o ferroportina.

Las investigaciones sobre la interaccion Fe-Zn son importantes, ya que la suplementacion
con Fe, en forma de pildoras o de alimentos fortificados, es una practica comun en mujeres
embarazadas y nifios en paises de todo el mundo (Fairweather-Tait, 1995). Cuando el Fe
suplementario se provee en solucion en cantidades de 25 mg por dosis, disminuye la
absorcion de Zn, aun cuando la relacion Fe:Zn sea de 1:1 (Salomons y Jacob, 1981).

Si grandes cantidades de suplementos de Fe son ingeridos en ausencia de alimento, es
probable que el Fe pueda igualmente disminuir la absorcion de Zn. En un estudio realizado
con mujeres embarazadas (O’Brien et al., 2000), la administracion de una dosis de 60 mg de
Fe en forma de pildora, disminuyo la absorcion al 20,5 % (grupo Control: 47,0 %) y los
niveles de Zn plasmatico. Sin embargo, cuando los suplementos de Fe y Zn son dados en una
comida, tal efecto no es observado, aun con relaciones Fe:Zn elevadas (Davidson et al., 1995;
Whtitaker, 1998). Segiin Walsh et al. (1994), bajo condiciones normales la absorcion de Zn es
determinada largamente por la naturaleza y la extension de la formacion de complejos con el
alimento en el tracto intestinal, y, normalmente, la influencia del Fe sobre el Zn puede no ser
significativa. Fischer Walker et al. (2005) sostienen que, hasta el momento, no hay razones
para excluir los programas de suplementacion conjunta de Fe y Zn en humanos, en
poblaciones en riesgo de deficiencia.

En un ensayo con ratas (Dursun y Aydogan, 1995) trabajaron con una dieta Control con 100
ppm de Zn y 150 ppm de Fe, con la que obtuvieron una absorcién verdadera de Zn del 78,9
%. Las dietas con niveles de Fe de 388 y 827 ppm, redujeron la absorcién de Zn al 67,1y 63,9
%, respectivamente. Kreuzer y Kirchgessner (1994) utilizaron niveles de 50 ppm de Zn en
tres dietas, con diferentes niveles de Fe: deficiente (3,6 ppm), normal (40 ppm) y excesivo
(400 ppm). La absorcién aparente de Zn fue de 41 %, 34,5 % y 28,6 %. Sin embargo, las
diferencias sélo fueron estadisticamente significativas entre los valores extremos.

Niveles promedio de 1.700 ppm de Fe en dietas a base de silaje de maiz con niveles de Zn
de 48 ppm, no lograron disminuir los valores de Zn plasmatico durante un periodo
experimental de 140 dias en novillos (Mullis et al., 2003). Standish et al. (1969) hallaron que
altos niveles de Fe en el alimento disminuyeron la concentracion de Zn en algunos 6rganos en
bovinos. La dieta basal de feedlot contenia 77 ppm de Fe, con un nivel adicional de 50 ppm
de Zn. La suplementacion con 400 ppm de Fe, en forma de sulfato ferroso no tuvo efectos
negativos sobre el Zn, pero 1.600 ppm de Fe disminuyeron ligeramente la concentracién de
Zn en higado (118 vs 98 ppm) y rifion (87 vs 81 ppm). La adicion de 1.000 ppm de Fe, como
sulfato ferroso) en la dieta de novillos (74 ppm de Zn y 100 ppm de Fe) disminuy6 el nivel de
Zn en higado (145 vs 118 ppm), pero no en bazo y rifidn. La absorcion aparente de Zn fue
numéricamente afectada (24,6 vs 12,2 %), pero la diferencia no fue estadisticamente
significativa (Standish et al., 1971).

McGuire et al. (1985) investigaron el efecto de dos fuentes diferentes de Fe en terneros
Holstein. La suplementacion con 1.000 ppm de Fe, como sulfato ferroso, disminuyo
transitoriamente los niveles séricos de Zn. También disminuyo la concentracion de Zn en
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pancreas (89,4 vs 66,7 ppm) y bazo (84,5 vs 77,5 ppm), pero no en higado. La adicion de
igual cantidad de Fe como carbonato de Fe no tuvo ningun efecto negativo sobre el Zn.

Los efectos del Fe en niveles elevados fueron investigados en corderos alimentos con una
dieta a base de forrajes (38 ppm de Zn), y suplementada con 300, 600 y 1.200 ppm de Fe,
como carbonato ferroso (Prabowo et al., 1988). No se detectaron diferencias en los niveles
plasméticos de Zn ni en distintos érganos, con respecto al grupo Control. En un trabajo
realizado con corderos alimentados con una dieta de feedlot a base de maiz partido y pellet de
soja (Standish y Ammerman, 1971), la adicion de 1.600 ppm de Fe, como sulfato ferroso y
citrato férrico, disminuy0 la concentracion de Zn en higado y rifion, pero el efecto no fue
estadisticamente significativo, posiblemente por el bajo nimero de repeticiones (n = 4).

Tomados en su conjunto, los ensayos realizados con rumiantes parecen indicar una
interferencia del Fe en la absorcion del Zn, a niveles elevados de Fe, los que, sin embargo,
pueden encontrarse en forrajes verdes o conservados. Esta, posiblemente, sea de una de las
pocas interacciones de relevancia practica en rumiantes.

A pesar de la existencia de otros factores, se reconoce que, en nutricién practica de
monogastricos, los antagonistas mas importantes son el fitato y el Ca. Debido a que todas las
dietas para cerdos y aves los contienen, es de rutina la adicion de nucleos minerales con Zn 'y
de fitasas microbianas.

Efecto del S sobre la absorcion del Zn

Recientemente, Pogge et al. (2014) demostraron que dietas con alto contenido en sulfatos
pueden disminuir la retencién de Zn y la concentracion hepatica de Zn. Se postula que la
menor absorcion de Zn es consecuencia de la formacion de sulfuro de Zn (ZnS) en el rumen,
luego de la reduccion de los sulfatos producida por las bacterias ruminales, aunque la
magnitud de esta interaccidn probablemente sea menor que con el Cu.

Por otro lado, se ha demostrado que algunos aminoacidos, como histidina, lisina, glicina y
cisteina (Giroud y Prakash, 1977; Wapnir et al., 1983) y algunos agentes quelantes, como el
acido etilendiamino tretracético (EDTA; Forbes, 1961) y el acido ascérbico (Cousins, 1985),
incrementan la absorcion de Zn en monogastricos, pero la importancia practica de estos
hallazgos es relativa.

Dinadmica del Zn en el tracto gastrointestinal de los rumiantes

Menos atencidn, comparativamente, se ha prestado a los procesos que involucran al Zn en el
rumen y el resto del tracto gastrointestinal de los rumiantes. Los trabajos que abordan este
topico pueden agruparse en dos tipos: aquellos que investigan la solubilizacién del mineral
contenido en el alimento, su captacion por los microorganismos ruminales y sus
consecuencias sobre la absorcion intestinal y aquellos que se focalizan en utilizar cantidades
supranutricionales de Zn para controlar la fermentacion ruminal, de manera que produzca
algun beneficio productivo en determinadas situaciones de alimentacion.

Emanuele y Staples (1990) estudiaron la liberacion de Zn de seis especies forrajeras a lo
largo del tiempo en el rumen. Los valores promedios fueron de 26 % para el Zn
inmediatamente solubilizado y de 43 % para el Zn lentamente liberado. La asintota de la
curva se alcanzo cerca de las 24 hs de incubacion. El incremento de los niveles de proteina en
la dieta no parece afectar la cantidad del Zn soluble en el rumen, al contrario de lo que sucede
con el Cu (lvan y Veira, 1981). En este ensayo, realizado con dietas a base de silaje de maiz,
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la proporcion de Zn soluble en el rumen fue baja, y vario entre el 9,8 y el 12,9 %. Sin
embargo, cuando se midio la solubilidad del Zn en la digesta abomasal, se hallaron valores de
86,9 a 94 %. Kabaija y Smith (1988a) hallaron que la liberacion de Zn a partir de gramineas y
leguimosas tropicales era solamente del 30 %, a partir de trabajos in situ con bolsitas de
dacrén que permanecieron en el rumen 48 hs. Sin embargo, cuando se estudié la liberacion
del Zn a partir de ZnO y de un complejo Zn-polisacarido se comprobd una rapida
desaparicion del Zn soluble del fluido ruminal, que era captado por los microorganismos
libres, en una menor proporcion, o bien era tomada por los microorganismos unidos a la fase
particulada de la digesta, en una mayor proporcion, aunque también una porcién adicional
podia unirse a las particulas de alimento no digeridas. Kabaija y Smith (1988) estudiaron el
efecto de la adicion de forraje (heno de Panicum maximun) a una dieta a base de concentrados
sobre la solubilidad del Zn en distintos sectores del tracto gastro intestinal. Estos
investigadores hallaron que la adicion de fibra a la racion disminuyé la solubilidad del Zn en
preestdmagos, abomaso e intestino delgado, y que la digestibilidad aparente del Zn bajé del
21 % en dietas bajas en forraje al 11,5 % en dietas con un 88 % de heno. lvan et al. (1983)
compararon dietas a base de silaje de maiz y silaje de alfalfa oreado y encontraron que la
cantidad de Zn soluble era mayor con el primer tipo de dietas, lo cual se correlacionaba con
una mayor concentracion del mineral en bacterias y protozoos, con una mayor proporcion de
Zn soluble en las digestas duodenal e ileal y con una mayor absorcién aparente del Zn. La
defaunacion del rumen en ovinos no cambid la concentracion de Zn soluble en el rumen ni la
proporcion de Zn soluble en la digesta duodenal (Ivan y Veira, 1982).

Con respecto a los trabajos realizados con el objeto de provocar una modificacion favorable
en los parametros de fermentacion ruminal, parece no haber un completo acuerdo en los
niveles de Zn a utilizar. Froeschel et al. (1990) usaron 1.142 ppm de Zn adicional, a partir de
sulfato de Zn, en la alimentacion de novillos, y aunque la suplementacion con Zn disminuy6
la degradacion de la proteina en el rumen y, por lo tanto, incrementd el escape de proteina
dietaria hacia el abomaso, también disminuy6 el pasaje de proteina microbiana, y el pasaje
posruminal de aminoécidos totales como porcentaje de la cantidad de amino&cidos
consumida. Bateman et al. (2004) usaron niveles menores (500 ppm de Zn en forma de sulfato
de Zn) en vacas lecheras. La adicion de Zn aumentd el porcentaje molar de propionato y
estrechd la relacion acetato/propionato y, aungue disminuyd la degradacion ruminal de la
lisina, el efecto no alcanzé a ser estadisticamente significativo. Arelovich et al. (2000), en un
ensayo realizado con vaquillonas alimentadas a base de heno de gramineas suplementado con
urea, utilizaron dos niveles de Zn adicional, que equivalian a 250 y 470 ppm de Zn dietarios y
que llevaron la concentracion de Zn en liquido ruminal a 7 y 12 ug/ml. Los niveles menores
retardaron la liberacion de amonio a partir de la urea, aumentaron la proporcién molar de
propionato y disminuyeron la relacidén acetato/propionato. Sin embargo, la adicion de 470
ppm de Zn, si bien produjo estos efectos, también tendi6 a disminuir la digestibilidad de la
MS. En otro ensayo posterior, realizado con novillos (Arelovich et al., 2008) que consumian
una dieta a base de heno de alfalfa, grano de cebada y pellet de girasol, la adicion de 470 ppm
de Zn (en forma de cloruro de Zn) no produjo ninguna modificacién en la fermentacion
ruminal ni en la digestibilidad de la MS. Eryavuz y Dehority (2009), en un ensayo in vitro
hallaron que la adicion de Zn, a razon de 50 ug/ml, lo que equivale a un consumo de una dieta
con 2.000 ppm de Zn, produjo una reduccion de la digestion de la celulosa a las 24 hs, pero no
a las 48 hs de de cultivo. Los autores postulan que el Zn, a estas concentraciones, puede
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afectar la tasa de degradacion de la celulosa y que ese efecto puede deberse més a la
inhibicion de las enzimas celuloliticas que a la inhibicién del crecimiento de estas bacterias.

Transporte

Después de su pasaje hacia la circulacién portal, el Zn plasmatico esta distribuido en dos
fracciones mayores. Cerca de 2/3 se encuentran laxamente unidos a la albumina v,
probablemente, ésta sea la principal encargada de la transferencia del Zn de la sangre a los
tejidos. La mayor parte del 1/3 restante esta unido firmemente a la alfa-2 macroglobulina, y
una porcion menor a ciertos aminoacidos, generalmente histidina y cisteina (Giroux et al.,
1976; Parry, 1977; Cousins, 1985). La union mas fuerte del Zn con la alfa-2 macroglobulina
sugiere que su habilidad para donar Zn a los tejidos en condiciones fisiologicas puede ser
limitada, al menos que esté involucrado un proceso de endocitosis. Se ha propuesto que el Zn
ligado a los aminoacidos esta en equilibrio con el Zn ligado a la albdmina, y que tiene una
importante funcion en el transporte y excrecion del mineral. En realidad, s6lo un 10-20 % del
Zn de la sangre se encuentra en el plasma. La mayor parte estd localizada en los eritrocitos y
leucocitos (Cousins, 1985).

Captacion tisular y almacenamiento

Cerca del 30 al 40 % del Zn que entra en el sistema portal es extraido por el higado, para
luego ser subsecuentemente liberado a la sangre (Hambidge et al., 1986). Las fluctuaciones de
Zn dietario causan pequefios cambios en la concentracién hepatica del metal. La
concentracion intracelular del Zn es mantenida gracias a la accién concertada de varias
hormonas. Aunque se han realizado pocos estudios sobre la captacion hepatica de Zn, se
piensa que es un proceso que requiere energia y que consta de dos etapas. La primera, una
fase de captacion rapida, mediada por un transportador, y que representa la unién inicial a
sitios especificos de la membrana plasmatica. La segunda es una fase de acumulacién a una
tasa mucho mas lenta. En el hepatocito, el Zn se encuentra a nivel de distintas fracciones
subcelulares, principalmente a nivel del nicleo (nucleoproteinas) y del citosol (metaloenzimas
y MT). La administracion oral o parenteral de Zn se asocia a una induccion del gen de la MT
hepatica, y a una acumulacion de Zn en higado unido a esta proteina. Se ha estimado en
ensayos in vitro, en situaciones que emulan un consumo normal de Zn, que ocurre un
recambio casi total del Zn en el hepatocito en el término de 30 horas. No se conocen con
exactitud los ligandos plasmaticos a los que es transferido el Zn luego de su eflujo del higado,
pero probablemente son la albdimina y algunos aminoacidos (Cousins, 1985). La captacién de
Zn por tejidos extrahepaticos esta mediada por transportadores y por la MT.

La MT es el nombre genérico de una ubicua superfamilia de proteinas de bajo peso
molecular, como se citara anteriormente, que poseen una estructura Unica, con una cantidad
elevada de grupos sulfuros y de minerales, ambos en relacion aproximada del 10 %
(peso/peso) (Vasak, 2005). Contiene 20 cisteinas y puede ligar 7 atomos de Zn por molécula,
formando grupos Zn-tiolato (Maret, 2003). La MT es sintetizada en varios 6rganos ademas
del intestino, incluyendo higado, rifién, pancreas, piel, etc., tanto en monogastricos (Cousins,
1985) como en rumiantes (Whanger et al., 1981). La funcion de la MT no esta exactamente
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definida, pero han sido demostrados varios roles. Puede funcionar como un amortiguador ante
niveles excesivos o toxicos de algunos metales (Hg, Cd, Zn y Cu) y como un donante de Zn
para las metaloenzimas, y aun para las membranas bioldgicas. La afinidad relativa de la MT
cargada con cantidades crecientes de Zn y las enzimas Zn dependientes posibilita la
transfertencia del mineral a las apoproteinas. Por ej., la molécula de anhidrasa carbénica
compite eficientemente sélo con MT-5Zn a MT-7Zn (Pinter y Stillman, 2014). La MT
también esta involucrada en los mecanismos de defensa del organismo, por su rol en la
proteccion frente a las especies reactivas del oxigeno, la adaptacion al estrés y su rol
antiapoptdtico. En mamiferos existen cuatro isoformas, con pequefias diferencias en su
composicion aminoacidica, codificadas por genes diferentes, de las cuales las principales son
MT1 y MT2, halladas en casi todos los érganos. La MT3 es expresada solamente en el
cerebro y la MT4 es més abundante en ciertos epitelios estratificados. En el higado, se
demostro que es sintetizada en los poli-ribosomas, lo que sugiere que no es una proteina
secretada, sino que su rol bioldgico esta relacionado con procesos intracelulares (Cousins,
1985; Vasék, 2005).

El papel detoxificante de la MT queda de manifiesto cuando se administran altos niveles de
Zn en la dieta. Whanger et al. (1981), trabajando con bovinos y ovinos, demostraron que el
Zn, en estos casos se une principalmente a la MT que se encuentra en intestino, higado,
pancreas y rifidn. Lee et al. (1994) hallaron en ovejas que dosis altas de 6xido de zinc (12 g de
ZnO por animal, semanal o quincenalmente) durante un periodo de 18 meses provocaba un
aumento de las isoformas de MT1a y 2 en rifion e higado, pero no en intestino, aunque los
coeficientes de variacion fueron grandes y el numero de animales por tratamiento (7)
relativamente pequefio.

A partir de trabajos realizados en ratones (Dalton et al., 1996) se reconoce que la MT puede
servir como un pool de Zn biolégicamente disponible para periodos de deficiencia del
mineral, siempre que la deficiencia no sea de larga duracion. Altos niveles de ARNm de MT
fueron encontrados en fibroblastos cultivados bajo condiciones de extrema deprivacién de Zn.
Estos resultados llevaron a la propuesta de que la MT, por un lado, proteje a las células frente
a los altos niveles de Zn, llevando a la formacion de Zn;-MT, y, por otro lado, ofrece una
fuerza directriz para la captacion de Zn mediante la produccién transitoria de apoMT (Suhy et
al., 1999).

La sintesis de MT1 y MT2 en el higado esta bajo regulacién hormonal, y es estimulada por
los glucocorticoides, el glucagon, la adrenalina y la IL1, hormonas que llevan a una
acumulacion hepética de Zn y a una disminucion del Zn plasmatico. El estrés de distintos
origenes, por calor, trauma fisico, ejercicio excesivo, infeccién aguda o endotoxemia tiene un
efecto marcado sobre el metabolismo del Zn, a través de una induccion de la sintesis de MT
por medio de los mecanismos hormonales citados (Cousins, 1985). En vacas lecheras no se ha
podido hallar una correlacion negativa entre glucocorticoides plasmaticos (en respuesta a una
inyeccién de corticotrofina) y Zn plasmatico, pero cuando las vacas se evaluaron en estrés
térmico se encontro una disminucion del Zn en plasma y una correlacion alta y negativa entre
corticoides y Zn en sangre (Wegner et al., 1973).

Los grupos Zn-tiolato tienen una alta selectividad en su union con iones metalicos y, a pesar
de su alta estabilidad termodindmica, proveen un ambiente de coordinacion reactiva para
inducir labilidad cinética en reacciones de intercambio de metales. La actividad redox de estos
grupos permite que el Zn se movilice acoplando su ambiente de coordinacién a cambios en el
estado redox, lo que es un nuevo principio funcional para una Zn-proteina y para las MT en
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general. Asi, los oxidantes liberan Zn, mientras que los reductores o antioxidantes restauran el
potencial de los ligandos S para ligar Zn. Esto sugiere que existen interacciones entre el
selenio (Se) y el Zn. La enzima glutation peroxidasa (GPX) cataliza el acople de los pares
redox glutation reducido/glutation oxidado y MT/tioneina (T), controlando la liberacion y la
unién con el Zn (Maret, 2003).

Otro avance significativo en la determinacion de las funciones de la MT fue el
descubrimiento de que la apoproteina (T) estd presente en cantidades importantes, y que la
relacion MT/T y la cantidad MT+T varian en los diferentes tejidos (Yang et al., 2001). La
presencia simultanea de la holo y la apoproteina es un hallazgo inusual para una
metaloproteina y subraya la funcion dinamica del Zn en esta proteina. Debido a que los 20
grupos tiol de las cisteinas constituyen una capacidad quelante y reductora, la presencia de T
tiene efectos tanto sobre el status de Zn como sobre el status redox de la célula (Maret, 2003).
Su capacidad reductora, entonces, sefiala las funciones antioxidantes de la MT (Sato y
Bremner, 1993).

Actualmente, se considera que los status celulares de Zn y de oxidacién-reduccion
convergen en el par MT/T. La MT transduce sefiales oxidativas en sefiales de Zn via la
liberacion de Zn, mientras que la T transduce sefiales de Zn en sefiales reductoras via la
induccién de la T por el Zn (Maret, 2003).

En la Figura 1.3 se resume la regulacion del gen de la MT vy la funcion de la misma (Davis y
Cousins, 2000). El promotor de la MT tiene varios elementos de respuesta que regulan
positivamente la transcripcion: 1) elementos de respuesta a metales (MRE), que son activados
por el factor de transcripcion que responde a metales (MTF-1) después de su ocupacion por
Zn, lo que es funcion de la provision de Zn dietario; 2) elementos de respuesta a
glucocorticoides (GRE); 3) elementos activados por proteinas STAT (transductores de sefiales
y activadores de la transcripcion) a través de la sefializacion por citoquinas; 4) elementos de
respuesta a antioxidantes o electrofilos (ARE) activados en respuesta al status redox. La
metilacién puede reprimir la expresion de apo-MT en algunos tipos de tumores. El pool
celular de Zn es influenciado por el consumo de Zn y la actividad de los transportadores de
Zn, y sirve como fuente de Zn a la MT. La apo MT (T) y la MT pueden servir para retirar o
donar Zn, respectivamente, desde y hacia las Zn metaloproteinas. La apo MT es mas
susceptible a la protedlisis que la Zn (y Cd)-MT, por lo que el recambio y la acumulacion
celular de MT estd ligada directamente a la disponibilidad de Zn desde los pooles
intracelulares. Los numerosos sitios de coordinacion para el Zn de las proteinas (factores de
transcripcion, moléculas de sefializacion y moléculas adaptadoras que usan dedos de Zn para
la interaccidn proteina-proteina) proveen la oportunidad para que el nivel celular de MT
influencie procesos claves, que incluyen regulacion de genes, proliferacion y diferenciacion
celulares, transduccion de sefiales y apoptosis, como asi también influencia el dafio oxidativo
causado por el estrés oxidativo y por electrofilos.

Excrecion

La mayor parte de la excrecion del Zn en rumiantes se realiza a través de las heces y una
muy pequeria parte a través de la orina (Miller, 1970). Con consumos normales del mineral, el
Zn que se recoge en heces es primariamente Zn no absorbido (McDowell, 1992). La secrecion
“endogena” de Zn hacia el lumen intestinal se realiza via secreciones pancreatica, biliar e
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intestinal propiamente dicha, a través de un flujo serosa-mucosa (Cousins, 1985). Stake et al.
(1974) sugieren que el pancreas contribuye con el 25 % o menos de las pérdidas enddgenas de
Zn en bovinos. La excrecion enddgena en su conjunto responde en forma rapida a
fluctuaciones en el contenido dietario de Zn, pero probablemente, en cantidades limitadas
(King et al., 2000).

Figura 1.3. Representacion esquematica de la regulacion del gen de la metalotioneina y la
funcion de la proteina (adaptado de Davis y Cousins, 2000).
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Control homeostatico y homeorréctico del metabolismo del zinc

La habilidad para mantener constante el medio interno frente a condiciones externas
variables es esencial para la supervivencia. Esto es llamado homeostasis si el flujo de
nutrientes dentro del organismo esta en estado de equilibrio y es llamado homeorrexis si hay
retencion (o0 secrecion) continua de un nutriente como ocurre en el crecimiento, la
reproduccion o la lactacion.

Los estudios experimentales con ratas demostraron una capacidad para mantener un
relativamente constante nivel de Zn en el cuerpo con consumos dietarios que variaron hasta
en 10 veces. Cuando la concentracion de Zn en el alimento varié entre 10 y 100 mg/kg, el
contenido de Zn total del cuerpo se mantuvo constante alrededor de 30 mg/kg. La
concentracion corporal vario solo cuando los niveles de Zn en el alimento estuvieron por
debajo de 10 mg/kg o por encima de 100 mg/kg, lo que demostro la falla de los mecanismos
homeostaticos (Kirchgessner, 1993). El trabajo de Johnson et al. (1993) ha demostrado que
también los seres humanos tienen la capacidad de regular el contenido de Zn total en un rango
de 10 veces en el consumo.

Los mecanismos primarios para mantener la homeostasis del Zn son los cambios en la
absorcion y en la excrecion del mineral en el tracto gastrointestinal. Los cambios en la
excrecion renal y en la redistribucién tisular y celular del Zn, son mucho menos importantes y
solo ocurren con extremadamente bajos o altos consumos de Zn.

Weingand y Kirchgessner (1978b) llevaron a cabo un estudio de balance de Zn en ratas. La
eficiencia de absorcion fue casi del 100 % cuando se proveyd una dieta desprovista de Zn 'y
del 55 % cuando se aportaron 0,46 mg/dia. Sin embargo, la excrecién fecal enddgena de Zn
varié unas 30 veces, desde 0,0065 hasta 0,196 mg/dia. Las pérdidas enddgenas fecales de Zn
tienen dos componentes: una pérdida metabdlica inevitable u obligatoria y una pérdida
homeostaticamente regulada

En un estudio en humanos (Jackson el al., 1984) con dosis crecientes de Zn (7,2; 15y 30,9
mg/dia) se hall6 que la excrecidén enddgena cambid mas rapidamente que la absorcion.

Existe una accién sinérgica de la absorcion gastrointestinal y la excrecion enddgena en el
establecimiento de la homeostasis del Zn. La eficiencia de absorcion responde mas
lentamente, pero su capacidad para hacer frente a fluctuaciones en el Zn dietario es mayor
(King et al., 2000).

El porcentaje de Zn dietario absorbido dependera de la cantidad de Zn en la dieta y de los

requerimientos del animal, que a su vez son determinados por el status previo del animal, su
estado fisiologico y el tipo y nivel de produccion.
A medida que el Zn dietario se incrementa, el porcentaje absorbido disminuye, y viceversa.
Menard y Cousins (1983) encontraron que la velocidad de absorcion de Zn por parte del
intestino delgado era el doble en ratas deficientes que en ratas suficientes en Zn. La afinidad
por el Zn no estaba aumentada, de manera que el incremento en la tasa de transporte,
probablemente, se debia a un aumento en el nimero de transportadores que podian capturar el
Zn libre o unido a ligandos de bajo peso molecular.

En un ensayo realizado en ratas, la absorcion verdadera de Zn, vario desde casi el 100 %
hasta cerca del 30 %, a medida que el nivel dietario aumentaba (Weigand y Kirchgessner,
1978a). En humanos, la absorcién fraccional fue de 25 % con un consumo de 16,47 mg/dia 'y
de 49 % con un consumo de 5,56 mg/dia (Wada et al., 1985). En vacas lecheras la absorcion
verdadera de Zn era del 53,4 % con 16,6 ppm de Zn en la dieta y del 34,8 % con 39,5 ppm,
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mientras que la excrecion por la leche se habia duplicado (Neathery et al., 1973a). Cuando
vacas lecheras en produccion fueron pasadas de una dieta normal a una deficiente (6 ppm de
Zn) la absorcion aparente aumento del 22 al 51 % al término de una semana, y luego siguid
aumentando hasta alcanzar el 66 % a la sexta semana (Kirchgessner et al., 1978).

Figura 1.4. Cambios en los transportadores de Zn en respuesta al Zn dietario (adaptado de
Cousins et al., 2006; ver indicaciones en el texto).
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El incremento en la eficiencia de la absorcion de Zn con la reduccién en el consumo permite
que més cantidad porcentual de Zn sea absorbida, pero, a pesar de ello, la cantidad absoluta
absorbida es menor que con niveles normales (King et al., 2000).

Stake et al. (1975) determinaron que, con dietas bajas en Zn (16,6 ppm) la absorcion
verdadera era de 49,7, 47,2 y 53,4 % en terneros de 2 y 6 meses y en vacas lecheras,
respectivamente. Esto demuestra que los bovinos adultos tienen capacidad para responder
ante los incrementos en los requerimientos que representa la lactancia y contradice algunos
indicios acerca de que la capacidad de absorcion de Zn desciende con la edad. Los niveles de
Zn en leche rondan los 4 ug/ml, con concentraciones dietarias de 40 ppm del metal. Con
dietas deficientes (17 ppm) pueden bajar hasta 3,3 ug/ml y con niveles dietarios altos, pero no
toxicos, alcanzan una meseta de alrededor de 8 ug/ml (Miller, 1975), lo que sugiere que la
excrecion de Zn en leche cumple un cierto papel en la regulacién homeostética del mineral.

Durante la ultima fase de la prefiez, aumenta considerablemente la absorcion de Zn en ratas
y cerdas, para hacer frente a las mayores demandas de los fetos y de la subsecuente lactacion
(Kirchgessner et al., 1993).

El status previo de Zn del animal también influye notablemente, ya que animales deficientes
tienen un absorcion neta mucho mayor (Miller, 1970), de modo que colocados con dietas
suficientes en Zn conservaran durante un corto periodo su capacidad de absorcion aumentada.

Las secreciones enddgenas de Zn en las primeras porciones del intestino delgado juegan
también un rol importante en la homeostasis del mineral, aunque una parte considerable de
ese Zn puede ser potencialmente absorbido en el trayecto del intestino delgado (Miller, 1970).
Weigand y Kirchgessner (1978b) observaron que a medida que el Zn dietario se incrementaba
mas alla de los requerimientos, la secrecion endégena de Zn aumentaba.

De particular interés son los estudios con individuos que consumen dietas bajas en Zn
durante largos periodos de tiempo. Lee et al. (1993) efectuaron un estudio con hombres que
consumieron durante 6 meses cantidades subdptimas de Zn (4,12 mg/dia). Después de 2
meses, la tasa fraccional de Zn aument6 de 44 % a 65 % Y las pérdidas enddgenas fecales se
redujeron de 4,25 a 3,14 mg/dia. Durante el resto del ensayo, la tasa fraccional se mantuvo
relativamente constante, pero las pérdidas enddgenas continuaron bajando: 2,61 y 1,76 mg/dia
a los 4 y 6 meses respectivamente. Después de 6 meses esta reduccion en las pérdidas
endogenas fecales permitio alcanzar un balance neto positivo de 0,30 mg/dia. Estos datos
sugieren que los ajustes en la homeostasis del Zn con bajos consumos no ocurren
rapidamente, sino que los cambios continlan durante meses, posiblemente hasta que el
equilibrio sea eventualmente alcanzado.

Otro estudio que reafirma estos conceptos fue realizado comparando un grupo de mujeres
gue consumia 5,2 mg de Zn/dia y otro que consumia 8,1 mg/dia (Sian et al., 1996). Aungue la
cantidad ingerida en el segundo grupo era un 35 % mas, la tasa fraccional de absorcion era de
34 y 31%, respectivamente. Asi, la cantidad absoluta absorbida de Zn era de 1,63 y 2,75
mg/dia. Sin embargo, el balance de Zn fue similar, ya que la excrecion enddgena fue mayor
en el segundo grupo (2,29 mg/dia) que en el primero (1,31 mg/dia).

Estos dos estudios con consumos bajos de Zn muestran que la excrecion endogena de Zn
estd directamente relacionada con la cantidad total de Zn absorbida después que los
individuos han establecido un estado de equilibrio. La cantidad de Zn que es absorbido
influencia la cantidad de Zn en los pooles tisulares, que a su vez esta asociada con la cantidad
de Zn enddgeno excretado en las heces.
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En comparacion con la cantidad de Zn perdida a través del tracto gastrointestinal, las
pérdidas renales son bajas y tienden a permanecer constantes en un amplio rango de
consumos del mineral. En humanos, la excrecion renal declina solo cuando los consumos
estan por debajo de 3,27 mg de Zn/dia, un tercio de los niveles recomendados (Johnson et al.,
1993). Algunos factores, ademas de la ingesta muy baja de Zn, pueden afectar la excrecion
renal de este mineral. Se ha demostrado que la infusion de cisteina y el glucagon pueden
incrementarla, mientras que la insulina contrarresta la accion del glucagon (King et al., 2000).

Otras pérdidas adicionales de Zn son el sudor, la descamacion epitelial, el crecimiento de
lana, pelo y ufias, el semen y la menstruacion. Las pérdidas por sudor y descamacion en el ser
humano pueden declinar hasta un 50 % cuando el consumo de Zn es bajo (3,6 mg/dia) (Milne
et al., 1983). Las pérdidas por semen declinan en la deficiencia de Zn, pero parecen ser
debidas méas a una disminucion del eyaculado que a cambios en la concentracién del mineral
en el mismo (Hunt y Johnson, 1990).

Los mecanismos moleculares relacionados con la homeostasis del Zn comenzaron a ser
mejor comprendidos con el descubrimiento de los transportadores de Zn, generandose un area
de activa investigacion en el presente. En un reciente ensayo realizado en intestino delgado de
humanos (Cragg et al., 2005) se trabajé con un grupo control que ingiri6 una dieta que
aportaba una cantidad de Zn para cubrir los requerimientos (8,2 mg de Zn/dia) y un grupo
suplementado con 25 mg adicionales de Zn, a partir de sulfato de Zn (ZnSO,). La
suplementacion con Zn disminuyé la cantidad de ARNm de ZnT1 y aumenté la cantidad de
ARNmM de MT en mucosa intestinal, pero no modificé la cantidad de ARNm de ZnT4, ZnT5,
Zipl y Zip4. Sin embargo, cuando se evaluo la concentracion celular de los transportadores
por la técnica de “inmunoblotting”, las muestras de sujetos suplementados tenian menores
niveles de ZnT1 (3,7 veces menos), ZnT5 (1,8 veces menos) y de Zip4 (reduccion a niveles
indetectables). La disminucidn de las proteinas ZnT5 y Zip4 en ausencia de una disminucién
en los correspondientes ARNm puede resultar de una traduccion reducida, de un incremento
en la degradacion de las proteinas, o de ambos. La concentracion luminal intestinal de Zn con
dietas normales se estima alrededor de 100 uM. Los autores también compararon el efecto de
incrementar los niveles de Zn a 200 uM en el medio de cultivo de la linea celular intestinal
Caco-2, simulando condiciones experimentales similares al ensayo in vivo con humanos. En
este caso, hallaron que también habia una disminucién en los ARNm de ZnT5 y Zip4, lo que
posiblemente haya reflejado mayores niveles de exposicion al Zn en las células cultivadas o
diferencias en las propiedades regulatorias entre el modelo de linea celular y el modelo in
Vivo.

En rata, la suplementacion con Zn incremento la cantidad de ARNm de ZnT1 en el intestino
delgado (McMahon y Cousins, 1998; Liuzzi et al., 2001), a diferencia del trabajo con
humanos de Cragg et al. (2005) donde el ARNm de ZnT1 disminuy6. Debido a que las
condiciones dietarias fueron comparables, estas observaciones pueden indicar diferencias
entre especies en téerminos de respuestas regulatorias al desafio con Zn.

En la deficiencia de Zn también ocurren cambios en la concentracion tisular de Zn para
conservar el Zn corporal. Como puede observarse en la Tabla 1.2, aproximadamente el 60 %
del Zn corporal se encuentra en el masculo esquelético y un 25 % en hueso, mientras que solo
una parte muy pequefia corresponde al plasma. Cuando los animales se alimentan con dietas
deficientes en Zn o cuando tienen un consumo marginal de Zn durante un largo periodo de
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tiempo, los ajustes homeostaticos pueden no ser suficientes para reemplazar las pérdidas de
Zn y ocurre un balance negativo. Con una severa deficiencia de Zn (Jackson et al., 1982) el
Zn corporal total de las ratas descendié un 30%, pero las pérdidas fueron diferentes entre los
tejidos. La concentracion de Zn cayé marcadamente en plasma (45%), higado (19%), hueso
(64%) vy testiculos (53%), pero permanecio constante en pelo, piel, corazon y mausculo
esquelético.

En estudios con bovinos, la concentracion de Zn descendio, aunque en forma no muy
marcada, en algunos 6rganos, como pancreas, higado, rifidn, intestino, pelo y hueso, pero no
en musculo esquelético (Miller, 1970).

El Zn es solo liberado a partir del musculo cuando este tejido esta siendo catabolizado
(Agget y Favier, 1993). No se comprende porqué se preserva el pool de Zn en musculo,
cuando otros pools mas vitales disminuyen y provocan, consecuentemente, la aparicion de
una serie de signos clinicos y bioquimicos. Posiblemente, la caida en el Zn plasmatico
después de una severa deficiencia de Zn es la sefial para que ciertos tejidos incrementen la
liberacion del mineral y otros tejidos lo retengan.

Tabla 1.2. Distribucion del Zn corporal en humanos, con un peso de 70 kg (Jackson, 1989).

Tejido u 6rgano Contenido (g)  Distribucion (%)
Musculo 1,5 60
Hueso 0,5-0,8 20-30
Piel y pelo 0,21 8
Higado 0,10-0,15 4-6
Estdmago, intestino y pancreas 0,03 2
Rifiones 0,02 0,8
Bazo 0,003 0,1
Sistema nervioso central 0,04 1,6
Sangre 0,02 0,8
Plasma 0,003 <0,1

La movilizacion del Zn desde el hueso en la deficiencia de Zn ha sido extensamente
estudiada, pero los resultados son controvertidos, y una parte de las diferencias probablemente
se relacione con la especie animal y la edad de los animales utilizados en los experimentos.
Algunos trabajos indican que esta movilizacion depende de la tasa de resorcion désea y que el
hueso sirve como secuestrante de Zn y no como reservorio. Al menos, el hueso no es un
depdsito convencional de Zn, ya que no hay un mecanismo para incrementar la liberacion del
Zn 6seo durante una deficiencia. Sin embargo, un trabajo realizado con ratas en crecimiento
(Zhou et al., 1993) demuestra que una pequefia parte del Zn 6seo (10-20 %) puede ser
liberado en la primera fase de la deficiencia marginal de Zn para cubrir los requerimientos de
los tejidos blandos. El segundo y mayor pool de Zn 6seo se libera muy lentamente como para
proveer Zn en tiempos de necesidad. Coincidentemente, Emmert y Baker (1995) hallaron que
el hueso y el higado pueden almacenar Zn cuando los pollos son alimentados con dietas por
encima del requerimiento minimo, y que este Zn puede ser liberado en un subsecuente
periodo de deficiencia para poder soportar un crecimiento normal durante una semana. En un
ensayo de este trabajo se suministraron dietas purificadas que contenian 10,6 (suficiente) y
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300 ppm de Zn (alto) durante 8 dias. Cuando ambos grupos fueron cambiados a una dieta sin
Zn, el primer grupo mostro depresion del crecimiento a partir del dia 5 y los del segundo
grupo a partir del dia 8. La concentracion de Zn en tibia fue mas elevada durante la deplecion
en el segundo grupo y sélo bajo a niveles comparables a los del grupo control a los 8 dias.
Con el Zn hepatico sucedié algo similar, pero disminuyé hacia el dia 3, indicando que la
reserva 0sea de Zn fue més duradera.

Los resultados obtenidos con lechones (Bobilya et al., 1994) soportan la hipotesis de que en
animales en crecimiento el Zn 6seo puede ser movilizado y utilizado por un corto tiempo
durante periodos de deficiencia. En este ensayo, la concentracion de Zn en hueso (ilion)
permanecio alrededor de 120 ppm en los cerditos control y pareados por consumo, pero
disminuyd a 30 ppm en el grupo deficiente (4 ppm de Zn en dieta) al cabo de 4 semanas.

No existe ningun trabajo en rumiantes que permita suponer que el higado cumpla una
funcién de deposito importante, como sucede con el Cu, ni mucho menos que el hueso la
cumpla.

La deficiencia de Zn en ratas se caracteriza por una reduccion en el consumo y en el
crecimiento. Si los animales son alimentados en forma forzada con una dieta deficiente en Zn,
enferman rapidamente y mueren. En contraste, las ratas alimentadas con una dieta similar ad
libitum sobreviven varias semanas mas, aunque con signos de deficiencia de Zn y a expensas
de su propio Zn tisular. Tipicamente, desarrollan un patron ciclico de consumo de alimento,
de 3-4 dias de duracion, lo que causa el catabolismo de tejidos que contienen Zn, como el
mausculo, y la liberacion del Zn enddgeno para las funciones metabolicas criticas. La privacion
del catabolismo celular a causa de la alimentacién forzada parece prevenir una respuesta
homeostatica frente a dietas extremadamente bajas en Zn, y la sobrevivencia disminuye
(O’Dell y Reeves, 1989).

Se ha argliido que existen dos pools de Zn corporal: un pool funcional de Zn, localizado en
aquellos tejidos y fluidos menos afectados por el consumo de Zn, y un pool intercambiable,
que responde fuertemente a variaciones en el Zn dietario y que seria menos importante para el
metabolismo. En realidad, serian varios pools intercambiables, de pequefio tamafio, ubicados
en distintos 6rganos Y tejidos (Swinkels et al., 1994). Probablemente, parte de este pool sea el
Zn unido a la MT, que demostr6 ser una proteina distribuida en casi todos los 6rganos y
tejidos.

Un enfoque utilizado en nutricion clinica, especialmente en humanos, para tratar de
identificar el comienzo temprano de una deficiencia de Zn involucra la prediccion del pool
rapidamente intercambiable por medio del uso de is6topos estables. Fairwather-Tait et al.,
(1993) demostraron la factibilidad de usar una inyeccién endovenosa de Zn" y medir su
cinética plasmatica para estimar el tamafio de los pools en humanos. Asi, pudieron
distinguirse un pool pequefio, que se intercambia rapidamente con el plasma, y un pool mayor
lentamente intercambiable. Miller et al. (1994), trabajando también con is6topos estables,
hallaron que el pool que se intercambia con el plasma dentro de los dos dias esta fuertemente
relacionado con el Zn dietario. Este es un area en el que se sigue trabajando en medicina
humana (Tran, 2015), pero ain no existen trabajos en rumiantes.

El Zn plasmatico representa menos del 0,1% del Zn corporal total. En un hombre adulto, el
plasma contiene aproximadamente 3,5 mg de Zn. Debido a que todo el Zn absorbido (entre
3,3 y 4,9 mg/dia) pasa por el plasma, el flujo hacia afuera del mismo debe ser rapido para
mantener una concentracion constante. King et al. (2000) determinaron, con dietas normales,
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que la tasa de recambio del Zn plasmatico era de unas 150 veces/dia, lo equivale a 484 mg de
Zn/dia, o sea, un tercio del Zn corporal total. Al final del periodo de 5 a 6 semanas de
deplecion severa, la concentracion de Zn en plasma cayé desde 0,78 a 0,26 mg de Zn/L, pero
la tasa fraccional de recambio sélo se increment6 un tercio (200 veces/dia). La cantidad de Zn
total que se movid hacia los tejidos declind de 484 a 271 mg/dia, y esta reduccion se asocio
con el comienzo de los sintomas de deficiencia de Zn.

A modo de resumen, en la Tabla 1.3 se enumeran los procesos homeostaticos relacionados

con el Zn.

Tabla 1.3. Procesos adaptativos implicados en la homeostasis del Zn (adaptado de Agget y

Favier, 1993).

Exceso de Zn

Niveles adecuados

Deficiencia de Zn

Muerte.

Lesiones y signos de intoxicacion.
Interferencia con otros nutrientes.

Secuestracion en tejidos. Excrecion.

Disminucion de la absorcion y aumento de la secrecion en
intestino.

Aumento de la absorcién y disminucién de la secrecion en
intestino.

Redistribucion tisular para proteger los pools vitales.

Fase metabdlicamente descompensada: disminucion de la
actividad de las Zn metaloenzimas.

Fase de deficiencia clinica grosera: signos y lesiones
caracteristicos.  Metabolismo de otros  nutrientes

perturbado.

Muerte.
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Requerimientos nutricionales

El NRC (1996) recomienda un nivel de 30 ppm de Zn (base Materia Seca, MS) en el
alimento, para todas las categorias de bovinos de carne. En bovinos lecheros (NRC, 2001) se
fijo un requerimiento de 40 a 50 ppm. Sin embargo, algunos sistemas europeos recomiendan
50 ppm, tanto para bovinos de carne como lecheros (Kirchgessner et al., 1993; Weiss, 1996).
El requerimiento de Zn puede variar de acuerdo al criterio utilizado. El criterio generalmente
usado en bovinos de carne es la ganancia de peso, pero, probablemente, sean necesarios
mayores niveles para mantener una adecuada salud u optimizar el funcionamiento del sistema
inmunitario. Es posible, entonces, que las recomendaciones europeas contemplen alguin
margen de seguridad razonable. En ovinos se recomiendan niveles de 20 a 33 ppm de Zn
(NRC, 2007).

En monogastricos, como los cerdos, alimentados con dietas a base de granos de cereales y
harina de soja, los requerimientos dietarios son mayores, y fluctian entre 50 y 100 ppm,
dependiendo de la categoria y nivel de produccién (NRC, 2012).

Contenido de zinc en los alimentos

El contenido en Zn de los alimentos utilizados en rumiantes varia ampliamente. En general,
se asume que las leguminosas tienen mayores concentraciones que las gramineas, y que a
medida que las plantas maduran, decrece su contenido en Zn (McDowell, 1992).

La interrelacion suelo-planta es compleja. Una baja concentracion de Zn en el pasto puede
ser el reflejo de una deficiencia de Zn en el suelo, pero también de la presencia de factores
que disminuyen su disponibilidad. En la provincia de La Pampa existe una gran proporcion de
suelos con deficiencia de Zn (Gonzélez y Buschiazzo, 1997). Sin embargo, dentro de una
misma zona existen muy amplias variaciones en la concentracion de Zn en los forrajes,
dependientes de la especie y la estacion del afio (Pechin et al., 1995). El rango éptimo de pH
del suelo para la absorcidn de Zn por parte de las forrajeras esta entre 5y 7, al igual que para
el Cu (Reid y Horvath, 1980). A medida que el pH del suelo se incrementa, disminuye la
disponibilidad del Zn para la planta, pero éste no es el Unico factor. Las bajas temperaturas y
el exceso de humedad también pueden disminuir la captacion de Zn (McDowell, 1992).

Corbellini (1998) ha resumido una serie de datos obtenidos en nuestro pais, hallandose los
siguientes rangos de concentracion de Zn en alimentos (en ppm, base MS): pasturas de
gramineas (14-25), pasturas de leguminosas (22-32), silo de maiz (10-69), heno de alfalfa (18-
26), grano de maiz (13-18) y afrechillo de trigo (116-128).

Los granos de maiz y cebada tienen menores concentraciones de Zn (14-19 ppm) que los de
avena y trigo (41 y 50), mientras que los suplementos proteicos de origen vegetal (harinas de
soja y girasol) tienen valores de alrededor de 60 ppm (NRC, 1982, 2001).

Para los monogastricos (cerdos y aves) se reconoce que las dietas mas comunes a base de
cereales y suplementos proteicos de origen vegetal tienen una baja disponibilidad de Zn, de
manera que la suplementacion es rutinaria.

El NRC (2001) asume, para el calculo de los requerimientos dietarios de Zn, un coeficiente
de absorcion verdadera del 15 %, basandose en los trabajos de Miller y Cragle (1965), que
hall6 valores entre 12 y 20 % en bovinos.
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Deficiencia de zinc y ensayos de suplementacion

Los signos clinicos de la deficiencia de Zn, practicamente los mismos en todas las especies,
son: disminucion en el consumo de alimentos, retardo o cesacion del crecimiento, piel
engrosada, escamosa Yy agrietada, pérdida de pelo y lana, fallas reproductivas en machos y
hembras, anormalidades esqueléticas, dificultosa reparacion de heridas, etc. (Underwood,
1981; Mills, 1978).

Las lesiones caracteristicas de la piel, a nivel histolégico, son para e hiperqueratosis
(Norrdin, et al., 1973; Mills, 1978) y dermatitis, especialmente en patas, morro, orejas y
alrededor de los ojos (Ott et al., 1965). También se han descripto disminucion del crecimiento
del hueso endocondral y periostial y del cartilago epifisario, disminucion del porcentaje de
cenizas del hueso (Norrdin et al., 1973), hiperplasia epitelial irregular, con espesamiento del
estrato cdrneo en la mucosa de la boca, ausencia de linfocitos T en timo, linfonddulos y bazo
(Sanecki et al., 1985), hipertrofia e hiperqueratosis de la mucosa del eséfago (Whitenack et
al., 1978; Miller y Miller, 1960).

Anorexia

La disminucion en el apetito es el primer signo visible de deficiencia de Zn, comienza
dentro de los 3 a 5 dias de haber comenzado con la dieta deficiente y es el principal factor que
explica la reduccion en el crecimiento. Los hallazgos més relevantes asociados con la
anorexia han sido descriptos en ratas: existen ciclos de 3-4 dias de consumo variable; los
animales comen menos veces al dia, pero el tamafio de cada comida es igual al de las ratas
normales; la alimentacion forzada de las ratas deficientes es altamente perjudicial para su
salud y la suplementacién con Zn restaura rapidamente el consumo a los niveles normales
(Shay y Mangian, 2000).

La regulacién central del apetito implica mecanismos complejos en los que participan una
serie de sustancias: neurotransmisores, como noradrenalina y serotonina; péptidos, como
neuropéptido Y (NPY), galanina, B-endorfina, leptina y orexina. Okada et al. (2013) han
demostrado que la deficiencia de Zn en ratas esta relacionada con el incremento o la
disminucion en la expresion de varios genes en el diencéfalo (que incluye talamo y
hipotalamo) relacionados con el anormal comportamiento alimenticio.

Leibowitz y Brown (1980) demostraron que cuando la noradrenalina exdgena es
administrada en el nucleo paraventricular (NPV) del hipotalamo el consumo de alimento de
corto plazo se incrementa. Essatara et al. (1984) evaluaron los efectos de la administracion
central de noradrenalina, muscimol (un agonista del &cido y-aminobutirico) vy
bromergocriptina (un agonista de la dopamina) en ratas deficientes en Zn y control. Los tres
compuestos fueron menos efectivos o incapaces de producir un efecto estimulatorio sobre el
consumo en ratas deficientes. Los autores sugieren que esta disminucion en la respuesta de las
ratas deficientes en Zn es debida a una menor capacidad de respuesta de los receptores en el
sistema nervioso central.

La deficiencia de Zn altera la predileccién por determinados tipos de nutrientes. Cuando se
ofrecieron por separado carbohidratos, grasas y proteinas puras, las ratas alimentadas con
niveles adecuados de Zn tuvieron un patrén de consumo del 70 %, 15 % y 15 %
respectivamente. Las ratas deficientes mostraron un consumo reducido de alimento, pero casi
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el 100 % de esta reduccion se debid al menor consumo de carbohidratos (Rains y Shay, 1995).
Sin embargo, ni en este estudio, ni en otro posterior (Shay y Mangian, 2000) pudo
demostrarse evidencia de que las ratas disminuyen selectivamente el consumo de proteina
durante la deficiencia de Zn. Debido a que el consumo de carbohidratos esta incrementado
cuando se administra centralmente el NPY, se hipotetizd que la regulacion del NPY podria
estar relacionada con la anorexia por deficiencia de Zn. Por el contrario, Reeves (2003) hallé
que las ratas deficientes en Zn seleccionaban dietas con menor nivel de proteina que las ratas
normales.

Aunque el NPY puede ser sintetizado por todas las neuronas, su sintesis es particularmente
alta en los cuerpos celulares del nucleo arquato del hipotadlamo, un alto porcentaje de cuyas
neuronas se proyectan al NPV. EI NPY exogenamente administrado en el NPV es el agente
testeado que mas incrementa el apetito, cuando fueron evaluados sobre una base molar (Paez
y Mayers, 1991). Los estudios con ratas (Selvais et al., 1997; Lee et al., 1998) no pudieron
demostrar una disminucion de los niveles de NPY en hipotalamo de animales deficientes, ni
una reduccién en la respuesta del consumo frente a la infusion de NPY exdgeno directamente
en el NPV del hipotadlamo. Por el contrario, Williamson et al. (2002) hallaron que el consumo
era estimulado unas 2,5 veces en ambos grupos cuando se administraba NPY al comienzo del
dia, pero seguia siendo menor (la mitad) en el grupo deficiente. Los autores concluyen que la
base de la reduccion en el consumo en los animales deficientes en Zn no se relaciona con la
cantidad ni con la liberacion de NPY, ni con una disminucion en la transduccion de sefiales,
sino que parece haber otros factores que limitan el consumo.

Por otro lado, las concentraciones de galanina fueron mayores en NPV de ratas alimentadas
con dietas normales que en las ratas deficientes (Kennedy et al., 1998). Estos datos sugieren
que la galanina es normalmente regulada durante la deficiencia de Zn y que los niveles del
NPY pueden estar desregulados, y que otros factores hipotalamicos, tales como el factor
liberador de corticotrofina, que es un factor contrarregulatorio del NPY, pueden jugar un rol
importante en el hipotdlamo durante la deficiencia de Zn (Shay y Mangian, 2000).

La leptina es un péptido producido por el tejido adiposo e involucrado en la regulacién del
apetito y el mantenimiento del peso corporal. La leptina es transportada via sanguinea y se
une a receptores especificos en el hipotdlamo. Altos niveles de leptina disminuyen los niveles
hipotaldmicos de NPY y de su ARNm, lo que indicaria una disminucién del apetito en
respuesta a la sefial de adecuadas reservas de energia corporal (Erickson et al., 1996). Sin
embargo, como los ratones sin el gen del NPY (“NPY knockout”) responden a las inyecciones
de leptina con saciedad, deben existir otros blancos para la leptina en el hipotalamo en adicion
al NPY, por ejemplo, galanina, hormona melanocito estimulante, neurotensina y pro-
opiomelanocortina. Los niveles circulantes de leptina son reducidos durante la deficiencia de
Zn en ratas. Esta reduccion se debe a una menor cantidad de grasa presente y a una
disminucion de la cantidad de leptina producida por gramo de tejido adiposo (Mangian et al.,
1998; Ott y Shay, 2001). Como la sintesis de leptina es estimulada por la insulina, puede
hipotetizarse que la falla en la accion de la insulina puede ser una explicacion de porqué la
sintesis de leptina se ve reducida en la deficiencia de Zn. Estos menores niveles de leptina
incrementan los niveles de NPY en hipotalamo, pero, paraddjicamente, no estimulan el
consumo, posiblemente debido a una “resistencia” a la acciéon del mismo durante la
deficiencia de Zn (Shay y Mangian, 2000). Esta resistencia podria implicar defectos en la
secrecion celular, en el procesamiento del péptido o en la transducciéon de sefiales. Sin
embargo, la disminucion de la leptina podria explicar en parte los efectos de la deficiencia de
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Zn sobre algunos parametros reproductivos, ya que en los tejidos reproductivos existen
receptores para la leptina (Barash et al., 1996).

Por otro lado, la perturbacion en la percepcion de distintos sabores ha sido descripta en seres
humanos. Se ha demostrado que en la deficiencia de Zn disminuye la expresion de los genes
correspondientes a los receptores del sabor amargo y salado, denominados TAS2R y ENaC,
respectivamente (lkeda et al., 2013).

Apoptosis

La apoptosis, Ilamada muerte celular dirigida por genes o, menos correctamente, muerte
celular programada es un mecanismo biologico requerido para la remocion de células
superfluas, mutantes o moderadamente dafiadas. En la mayoria de los tejidos de los
mamiferos adultos saludables ocurre a una tasa baja, complementando la mitosis, en un estado
estable de cinética que determina el tamafio y la forma de tejidos y 6rganos. La apoptosis es
importante durante el desarrollo embrionario y en el sistema inmunitario, y se ve afectada por
factores de crecimiento, hormonas y citoquinas. Su desregulacion (insuficiencia o exceso) es
central en mecanismos patogéenicos de muchas enfermedades, como desordenes
neurodegenerativos, sindrome de inmunodeficiencia adquirida, enfermedades autoinmunes y
cancer (Wyllie, 1997).

Las células que entran en el proceso apopt6tico sufren un conjunto de cambios estructurales
gue son consistentes en todos los tipos celulares. Estos incluyen la separacién de las células
murientes de sus vecinas, el ampollado de la membrana plasmaética, la condensacion del
citoplasma, el incremento de la densidad celular y la compactacion y segregacion de la
cromatina para formar masas densas cercanas a la membrana nuclear. La condensacion de la
cromatina comienza en la periferia del nicleo y mas tarde involucra la mayoria del mismo.
Esto es seguido de fragmentacion nuclear y la formacion de brotes en la célula, que producen
cuerpos apoptoticos que se mantienen en cavidades luminales o son fagocitados. Esto
contrasta con la necrosis, en la cual la muerte y la lisis celulares que siguen a una injuria de
tipo fisico, quimico u osmético liberan enzimas citoplasmaticas potencialmente tdxicas sobre
las células vecinas como asi también factores quimiotacticos que pueden iniciar una reaccion
local inflamatoria (Mattson, 2000; Truong-Tran et al., 2000).

Se ha demostrado que la deficiencia de Zn incrementa marcadamente la frecuencia de
células apoptéticas en ciertos tejidos y oOrganos, como epitelio intestinal, piel, linfocitos
timicos, testiculos y células acinares pancreaticas (Sunderman, 1995). Es por ello que una
serie de desordenes, tales como malformaciones fetales y fallas en el sistema inmunitario, que
acompafan la deficiencia de Zn, pueden tener como origen comun, al menos en parte, un
aumento de los fendmenos apoptaticos (Fraker, 2005; Maclean, 2005).

Los fetos de ratas deficientes en Zn esperimentan malformaciones congeénitas debidas a una
excesiva apoptosis, especialmente defectos en el cierre del tubo neural (Record et al., 1985).
En ratones adultos, la deficiencia de Zn redujo entre un 30 y un 70 % el compartimento de las
células B de la médula 6sea. Las mayores diferencias se hallaron entre las células pre B, pero
hubo una normal supervivencia de células anteriores en la progenie, llamadas pro B. Estas
células mas inmaduras expresan mayores cantidades de proteinas antiapoptoticas de la familia
Bcl-2, que previenen la liberacion del citocromo C desde la mitocondria (King et al., 1995).
Similares resultados fueron hallados en el timo de ratones, donde la deficiencia de Zn acelerd
la apoptosis entre un 50 y un 300 % en las células pre-T (King et al., 2002). Este fenomeno,
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sostenido en el tiempo, puede contribuir a la atrofia timica y a la reducida produccién de
linfocitos necesarios para mantener el sistema inmunitario periférico.

La involucién del timo en animales deficientes en Zn puede ser debida al aumento de la
apoptosis de los timocitos como consecuencia de los excesivos niveles de glucocorticoides
circulantes (Fraker y Telford, 1997). Este y otros estudios han demostrado fehacientemente
que la produccién de glucocorticoides enddgenos, a los niveles hallados en la deficiencia de
Zn, son suficientes para inducir la apoptosis en células precursoras, y que la adrenalectomia o
la remocion de los glucocorticoides provee una sustancial proteccion para los precursores de
los linfocitos en médula dsea y timo de animales Zn deficientes (Fraker y King, 2004). Pero
también la apoptosis puede resultar directamente de una declinacion del Zn intracelular, a
juzgar por los resultados in vitro de Treves et al. (1994), o bien un efecto sinérgico de la
deficiencia de Zn y concentraciones subdptimas de otros inductores apoptéticos (Zalewski et
al., 1993).

La suplementacién con Zn puede proteger contra ciertos agentes toxicos que inducen
apoptosis in vitro. Por ejemplo, Waring et al. (1990) demostraron que el Zn bloqued la
apoptosis inducida por la micotoxina esporidesmina en macréfagos y linfoblastos T. En
conejos, la administacion topica de altas concentraciones de Zn en el ojo después de una
queratectomia superficial previno significativamente la pérdida por apoptosis de
queratinocitos (Kuo et al., 1997).

Varios trabajos se han realizado con el objetivo de hallar las moléculas blanco del Zn en la
prevencion de la apoptosis. Algunos estudios se han focalizado sobre la endonucleasa Ca-Mg
dependiente y la caspasa-3. Sin embargo, hasta el momento la caspasa-6 es el blanco
molecular mas sensible a la accion del Zn a concentraciones fisiologicas de 10 umol/l. La
caspasa-6 es responsable de la hidrolisis de ciertas proteinas y la disolucion de la membrana
nuclear. Ademas, fracciona a la forma proenzimatica de la caspasa-3 y produce la forma
activa caspasa-3, el efector central de la cascada apoptética (Truong-Tran et al., 2000).
Existen proteinas de la membrana mitocondrial de la familia Bcl-2-like que poseen
propiedades antiapoptéticas, mientras otras proteinas de la familia Bax-like son
proapoptoticas. Fukamachi et al. (1998) hallaron que la suplementacién de Zn incremento la
relacion Bcl-2/Bax, incrementando asi la resistencia a la apoptosis en células cultivadas. Otro
potencial blanco para el Zn pueden ser los microtibulos del citoesqueleto, pero su rol no esta
aun claro (Truong-Tran et al., 2000).

Diabetes

Ha sido demostrado que la suplementacion con Zn en los animales y el hombre mejora el
control glucémico en la diabetes tipo | y Il, y los mecanismos subyacentes han sido objeto de
investigacion.

El Zn es necesario para asegurar un apropiado almacenamiento y maduracion de la insulina
en las vesiculas secretorias, ya que le provee estabilidad estructural a la forma de
almacenamiento de la insulina, un hexamero solido que requiere dos atomos de Zn
(Chausmer, 1998). El transporte de Zn hacia adentro de las vesiculas secretorias es llevado a
cabo por el ZnT8 (Chimienti et al., 2006). Defectos genéticos relacionados con el gen de este
transportador pueden jugar un rol importante en el desarrollo de la diabetes tipo 2 y en la
progresion y severidad de la diabetes tipo 1 (Jansen et al., 2009).
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Por otro lado, el Zn tiene un efecto positivo sobre la transduccién de sefiales intracelulares
de la insulina, que llevan finalmente a la translocacion del transportador GLUT4 hacia la
membrana plasmatica y a la expresion de genes especificos que afectan el metabolismo de la
glucosa. Ademas, el Zn ejerce un efecto protectivo sobre el estado diabético inhibiendo la
muerte de células B del pancreas inducida por citoquinas via supresion de la secrecion de IL-
1B por monocitos/macréfagos, y suprimiendo la activacion del factor nucelar kB (NFkB)
(Jansen et al., 2009).

Crecimiento

La disminucion o cesacion del crecimiento causada por la deficiencia de Zn es debida a un
menor consumo de alimento, pero también, en parte, a una menor eficiencia de conversion
alimenticia (Underwood, 1981). En relacion a esta caida en la conversion alimenticia, los
estudios de Jing et al. (2009) con ratas sugieren que puede haber limitaciones en la digestion
intestinal, debido a una menor actividad de amilasa, maltasa y proteasa. Por otro lado,
Sommers y Underwood (1969) hallaron una mayor excrecion urinaria de N en los corderos
deficientes en comparacion con los controles pareados por consumo, lo que indica una falla en
el metabolismo de las proteinas. Las ratas deficientes en Zn sufren anorexia marcada, pero la
reduccién en el consumo de energia no parece ser el primer factor limitante, ya que cuando
son alimentadas en forma forzada fallan en corregir su crecimiento y se exacerban los signos
clinicos de la deficiencia (Park et al., 1986).

Los primeros trabajos sobre el tema postulaban que la deficiencia de Zn puede acarrear una
disminucion en la sintesis o secrecion de somatotrofina en ratas (Kirchgessner y Roth, 1985;
Root et al., 1979). Cunningham et al. (1991) demostraron que la dimerizacion de la hormona
de crecimiento (GH) es necesaria para un correcto almacenamiento en los granulos
secretorios. Dos atomos de Zn son necesarios por cada dimero, y la unién se produce
especificamente en los residuos His18, His21 y Glut174. Los defectos en el empaquetamiento
y almacenamiento en las vesiculas trans-Golgi pueden estar asociados con una disminucién en
la secrecion de GH (Petkovic et al., 2013). Sin embargo, algunos hallazgos en torno a la
relacion entre deficiencia de Zn y crecimiento son controvertidos, y ain no se ha definido el
primer rol limitante del Zn en la proliferacion celular.

Los resultados de McNall et al. (1995), en ratas, sugieren que el retardo del crecimiento esta
también relacionado con una disminucién de los receptores para la GH en el higado y de la
sintesis del factor de crecimiento I similar a la insulina (IGF-I). Similares resultados fueron
informados por Droke et al. (1993), quienes hallaron, en corderos deficientes en Zn, mayores
concentraciones de somatotrofina en respuesta a la hormona liberadora de somatotrofina, pero
menores niveles de IGF-1. Ninh et al. (1995) observo que los bajos niveles séricos de IGF-1 en
ratas deficientes estaban cerradamente asociados con una disminucion de la expresion del gen
del IGF-1 en el higado, de los receptores hepaticos para GH y de los niveles circulantes de
proteina transportadora de GH. Si bien esto es cierto, el mantenimiento de los niveles séricos
de IGF-1 por administracion exdgena o por induccion del consumo de alimento con acetato de
megestrol en ratas deficientes no corrige la inhibicion del crecimiento (Browning et al., 1998).
Por lo tanto, los cambios en el eje GH-IGF-I no pueden explicar totalmente la cesacién del
crecimiento observada en la deficiencia de Zn (MacDonald, 2000).

La timidina quinasa cataliza la fosforilacion la deoxi-timidina, y la actividad de esta enzima
se incrementa draméaticamente durante la fase G1 y la primera etapa de la fase S del ciclo
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celular. La disminucion de la actividad de la timidina quinasa ocurre antes de la declinacion
del consumo de alimento y por lo tanto no esta asociada con la caida en la disponibilidad de
nutrientes. La disminucion en la sintesis de ADN, que afecta la division y proliferacion
celulares, puede ser debida a la reduccién de la actividad de la timidina quinasa (Chesters et
al., 1990). La misma no es una Zn metaloenzima, pero el Zn parece regular la transcripcion
del gen de la timidina quinasa a través del factor de transcripcion que se une a la region
promotora de este gen. Sin embargo, ademas de la disminucion del ARNm de la timidina
quinasa, la deficiencia de Zn puede afectar la entrada de las células en fase S a través de un
mecanismo todavia no identificado (MacDonald, 2000).

La accion de los factores de crecimiento sobre la division celular requiere la union del
ligando a su receptor, el que a su vez activa los caminos de sefializacion intracelular. El
receptor del IGF-I tiene actividad tirosina-quinasa, lo que inicia una cadena de
fosforilaciones. Las primeras proteinas en ser activadas por el receptor del IGF-1 son los
sustratos con respuesta a la insulina 1 y 2 (IRS-1/2). Estas proteinas inician 3 vias distintas de
sefializacion: fosfoinositol-3 quinasa (P13-K), proteina quinasa activada por mitdgenos (MAP-
K) y PKC. La via de PI3-K influencia la captacion de sustratos y el metabolismo energético
de la célula. La via de la MAP-K resulta en la induccion de factores de transcripcion que
dirigen la proliferacion celular. La PKC también induce la proliferacion celular, pero a traves
de la captacion de Ca (MacDonald, 2000).

Las investigaciones han demostrado que la fosforilacion del receptor del IGF-1y de los IRS-
1/2 no es afectada por la deplecion de Zn. La actividad de la MAP-K de células cultivadas en
presencia de un quelante del Zn no parece ser afectada. La PKC es una Zn metaloenzima, y
ademas el Zn favorece la unién de la proteina al citoesqueleto, pero su actividad no fue
afectada por la deficiencia de Zn en ratas. Se sospecha actualmente que el defecto es posterior
a la accion de la PKC y podria estar en la captacion de Ca extracelular a través de los canales
de Ca de la membrana plasmaética (MacDonald, 2000).

Dentro la gama de efectos sobre distintos tejidos, la deficiencia de Zn en animales
experimentales causo considerables cambios en la diferenciacion de condrocitos, osteoblastos
y fibroblastos, afectando el crecimiento y la maduracién 6sea (Brandao-Neto et al., 1995), y la
actividad de la placa de crecimiento epifisaria (Kurtou et al., 1987). Ademas, la glandula
tiroides también se ve afectada en una deficiencia de Zn, hallandose cambios atréficos y
degenerativos en los foliculos y disminucion de los niveles circulantes de T3 y T4 (Gupta et
al., 1997). Estos efectos podrian afectar indirectamente el crecimiento.

Sistema inmunitario

La deficiencia de Zn, ya sea experimental o naturalmente producida, afecta la inmunidad
innata y adaptativa (Shankar y Prasad, 1998; Plum et al., 2010; John et al., 2010). La
inmunidad innata tiene como elementos centrales a las céluas NK (“natural killer”), células
dendriticas, macrofagos, células cebadas, granulocitos y componentes del complemento. La
inmunidad adaptativa involucra a los linfocitos T y B. Este aspecto de la deficiencia de Zn ha
sido ampliamente estudiada en animales de laboratorio y humanos, pero mucha menor
cantidad de investigacién ha sido producida en animales de interés zootécnico. Los posibles
modos de accion del Zn sobre la funcion inmunitaria comprenden las metaloenzimas Zn
dependientes (ADN y ARN polimerasas, timidina quinasa, etc.), la timulina, la estabilizacion
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de membranas y del citoesqueleto, la regulacion del fendmeno de apoptosis y el rol del Zn
como molécula de sefializacion intracelular (Dardenne, 2002; Haase y Rink, 2009).

La inmunidad innata es la primera linea de defensa frente a las infecciones, pero sus
respuestas no son especificas, ya que son similares frente a diferentes antigenos. Las
funciones de la inmunidad innata son perturbadas en la deficiencia de Zn. Se han demostrado
efectos sobre la quimiotaxis y el reclutamiento de granulocitos neutrdéfilos, la actividad de las
células NK, la fagocitosis y produccién de dafio oxidativo en neutréfilos y macréfagos, vy el
namero de neutrofilos (Ibs y Rink, 2003; Stafford et al., 2013).

La deficiencia de Zn afecta profundamente también la respuesta inmune especifica, la cual
comprende a las células T y B, que pueden producir células con memoria que responden
rapidamente frente a los antigenos a los que han sido enfrentadas previamente.

Los linfocitos B representan las principales células de la inmunidad humoral. Después de su
estimulacion se diferencian en células plasmaticas productoras de anticuerpos. Se ha
demostrado que son menos dependientes del Zn para su proliferacion y por lo tanto la
influencia de la deficiencia de Zn sobre las células B no es comparable a la situacién de las
células T. Sus precursores, especialmente las células pre-B y las células B inmaduras, son
reducidas en su numero absoluto en la deficiencia de Zn, mientras que los cambios en los
linfocitos B maduros son sélo ligeros. Como se citara anteriormente, las diferencias se deben
a la mayor o menor sensibilidad al fendmeno de apoptosis inducida por la deficiencia de Zn
(Ibs y Rink, 2003), y la produccion cronica de glucocorticoides provee, al menos en parte, la
base para explicar el rol de la apoptosis sobre el aparato inmunitario durante una deficiencia
de Zn (Fraker et al., 2000), aunque hasta un 50 % de la funcién de los linfocitos T helper
puede perderse antes del pico de corticoides plasmaticos (DePasquale-Jardieu y Fraker, 1979).
La deficiencia de Zn produjo menores niveles de anticuerpos frente al toxoide del tétanos en
bovinos y la capacidad de respuesta fue restaurada cuando se proporciono Zn suplementario
(Spallholz y Stewart, 1989). En ratones deficientes en Zn, se demostr6é una disminucién de la
respuesta mediada por anticuerpos frente a antigenos T-dependientes y T-independientes
(Fraker et al., 1986). Sin embargo, debido al fuerte efecto de la deficiencia de Zn sobre los
linfocitos T, la produccidn de anticuerpos frente a antigenos T-dependientes es mas sensible a
la deficiencia de Zn que la produccién de anticuerpos frente a antigenos T-independientes
(Moulder y Steward, 1989).

La memoria inmunoldgica es también afectada por la deficiencia de Zn, pero debido a que
las céluas B maduras son mas resistentes a la deficiencia de Zn a causa de los altos niveles de
Bcl-2, la memoria de las células B es menos afectada que la respuesta primaria (Ibs y Rink,
2003). De todas maneras, los ratones deficientes en Zn que fueron inmunizados por segunda
vez con GR de ovinos produjeron menores niveles de 1gG. La respuesta inmune, 4 semanas
después de comenzar a dar Zn suplementario, no habia sido completamente restaurada,
sugiriendo una disminucion en el namero o funcion de las células de memoria (Spallholz y
Stewart, 1989).

Se ha demostrado que la inmunidad mediada por células es profundamente afectada, a
través de una hipoplasia del timo, bazo, ganglios linfaticos, placas de Peyer y otros tejidos
linfoides (Spallholz y Stewart, 1989). Los estudios de deficiencia de Zn en bovinos
(Brummerstedt et al., 1971; Brummerstedt, 1977) y en cerdos (Miller et al., 1968; Shanklin et
al., 1968) describen sustanciales reducciones en el tamarfio del timo. Después de consumir una
dieta deficiente en Zn durante 4 semanas, los ratones mostraron un 25 % del tamarfio original
del timo, y s6lo unos pocos timocitos permanecian en la capsula del timo. El porcentaje de
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atrofia timica excedio el de otros organos y la pérdida de peso corporal. En los dérganos
linfoides periféricos (bazo, nddulos linfaticos) y la sangre los linfocitos T fueron
progresivamente disminuyendo en nimero (Fernandes et al., 1979).

Las células T son células efectoras y reguladoras de la respuesta inmune especifica. EI Zn
influencia la actividad de las células NK, como se citara anteriormente, y también la actividad
de las células T citoliticas. La cantidad relativa de linfocitos T CD8" CD73" disminuye
durante la deficiencia de Zn. Estas células son precursoras de los linfocitos citotoxicos (CD8")
y la molécula CD73 es necesaria para el reconocimiento de antigenos y la proliferacion, como
asi también para la generacién de procesos citoliticos. Por otro lado, se ha demostrado que el
Zn esté involucrado en el desarrollo de los linfocitos T, ya que la deficiencia de Zn provoca
atrofia timica (Ibs y Rink, 2003). La timulina es una hormona peptidica que posee 9
aminoacidos y es secretada por las células epiteliales del timo (Reggiani et al., 2009). EIl Zn
estd unido a la timulina en una relacion estequiométrica 1:1, via la cadena lateral de la
asparagina y los grupos hidroxilo de dos serinas. La actividad de la timulina es dependiente de
las concentraciones plasmaticas de Zn. La timulina es detectable en el suero de animales
deficientes en Zn, pero la hormona no es activa (Shankar y Prasad, 1998). La timulina se liga
a receptores de alta afinidad ubicados en los linfocitos T y regula la maduracion de las células
T inmaduras en el timo y la funcion de de las células T maduras en la periferia. Ademas
modula la liberacion de citoquinas por las células mononucleares circulantes, induce la
proliferacion de los linfocitos CD8" y asegura la expresion de receptores para la IL-2 (lbs y
Rink, 2003).

También los linfocitos T helper (CD4") son afectados por la deficiencia de Zn, la que causa
un desbalance entre las funciones Thl y Th2. Las citoquinas Th2 (IL-4, -6 y —10) permanecen
sin cambio en la deficiencia de Zn, mientras que las Thl (interferon-y e 1L-2) disminuyen
(Prasad, 2000; Honscheid et al., 2009). La menor produccion de IL-2 lleva a una menor
actividad de las células NK y células T citoliticas (Prasad, 2007). En contraste al efecto de
estimulacion directa de los monocitos, el efecto sobre los linfocitos T es dependiente de los
monocitos en el medio de cultivo. La liberacion de interferon-y y del receptor para IL-2 por
las células T es mediado por la liberacion por parte de los monocitos de IL1y de IL-6, y de un
contacto célula a célula entre monocitos y linfocitos (Rink y Kirchner, 2000). También se ha
encontrado que la proliferacion de linfocitos frente a mitdgenos como la concavalina A y la
fitohemaglutinina también es menor en animales deficientes, aunque en la literatura existe
alguna contradiccion al respecto (Walsh et al., 1994). Fernandes et al. (1979) y Fraker et al.
(1986) hallaron una disminucién en la reaccion de hipersensibilidad retardada, en las
respuestas mediadas por células frente a tumores y en la funcion de las células NK en ratones
deficientes en Zn. En un trabajo con corderos severamente deficientes en Zn no se encontrd
una influencia marcada sobre los niveles de anticuerpos, pero si una disminucion en la
relacion linfocitos/neutrofilos en sangre y en la linfoproliferacion frente a la fitohemaglutinina
(Llales, 1995).

Kidd et al. (1996) revisaron una serie de articulos en los que la suplementacién con Zn
generalmente mejor6é algunos indicadores de respuesta inmunitaria en aves: produccion
primaria de anticuerpos frente a Salmonella pullorum y respuesta frente a la hemaglutinina-P.

Asi, ha llegado a ser evidente que la deficiencia de Zn tiene un sustancial y relativamente
especifico impacto sobre las células de la progenie linfoide frente a las de la progenie
mieloide. Esto puede representar una importante adaptacién del sistema inmunitario, que
protege la primera linea de defensa provista por la inmunidad innata (Fraker y King, 2001).
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La rapida deplecion de la médula dsea y el timo de los precursores de los linfocitos Ty B a
medida que la deficiencia avanza reduce la habilidad del sistema inmunitario para abastecer a
la sangre periférica y los tejidos inmunes secundarios con un adecuado namero de linfocitos,
lo que explica la linfopenia y la disminucion de las defensas (Fraker et al., 2000; Honscheid et
al., 2009). Opuestamente, la suplementacion con altos niveles de Zn in vitro inhibe las
funciones de las células T, y esto abre caminos a posibilidades terapéuticas en enfermedades
autoinmunes de humanos, como artritis autoinmune o rechazo de injertos (Rink y Gabriel,
2000; Faber et al., 2004; HoOnscheid et al., 2009). Se ha demostrado, asimismo, que la
deficiencia de Zn puede agravar la respuesta en enfermedades inflamatorias cronicas del
humano, lo que puede explicarse, al menos en parte, al incremento en la liberacién de IL-1p y
a un aumento en la respuesta proliferativa los linfocitos T y B frente a IL-2 e IL-6
(Bonaventura et al., 2015).

En adicion a los efectos a nivel celular, durante la fase aguda de una infeccidon ocurren
cambios en la homeostasis del Zn, especialmente una secuestracion del Zn en el higado via
Zipl4, inducida por IL-6, que lleva a que este mineral permanezca almacenado en un
complejo con la MT (Liuzzi et al., 2005).

Reproduccion

Es dable esperar que el papel del Zn en la sintesis de &cidos nucleicos y proteinas, la
division celular y la accion de varias hormonas produzca efectos en el crecimiento y la
reproduccion. Sin embargo, es dificil asociar cambios enzimaticos especificos con los signos
y lesiones caracteristicos de la deficiencia de Zn. En general, los tejidos u dérganos con
mayores contenidos de Zn son aquellos con division celular mas acelerada o con un activo
metabolismo, y posiblemente sean los que sufran mas tempranamente la deficiencia del
mineral.

Todas las fases del proceso reproductivo en las hembras pueden verse afectadas por la
deficiencia de Zn. En rumiantes se han encontrado mortalidad embrionaria, malformaciones
fetales, disminucién del porcentaje de paricion, disminucion del peso al nacimiento y al
destete, etc. (Hidiroglou, 1979; Apgar y Fitzgerald, 1985). En ratas y ratones, una deficiencia
severa de Zn lleva a una alta proporcion de malformaciones fetales (Hurley y Swenerton,
1966; Sato et al., 1985) y a una disminucion de la actividad de la timidina quinasa en los fetos
(Dreosti y Hurley, 1975). Una importante cantidad estas malformaciones ocurren en el
sistema nerviosos central, acompafiadas por una baja sintesis de ADN (Eckert y Hurley,
1977). Diamond y Hurley (1970) describieron, a nivel histolégico, atrofia en la mayoria de los
organos, con lesiones llamativas en la mucosa de esofago, lengua, faringe y estomago.
Algunos datos experimentales demuestran que, ain en animales con dietas suficientes o
marginalmente deficientes en Zn, eventos estresantes como una infeccion pueden resultar en
una secuestracion del Zn corporal, haciéndolo indisponible para el crecimiento de los fetos. Si
esto sucede durante un periodo critico en el desarrollo de 6rganos, la “deficiencia inducida por
secuestracion” puede llegar a ser teratogénica para el feto (Keen et al., 1993). Jankoski-
Henning et al. (2000) indican que la deficiencia de Zn induce apoptosis de células
embrionarias en ratas. Un posible mecanismo subyacente en estas alteraciones pueden ser el
excesivo dafio celular oxidativo después de cambios en los mecanismos antioxidantes. En un
estudio con cultivos de células 3T3 (nerviosas), Oteiza et al. (2000) demostraron que la



45

deficiencia de Zn se asocia a defectos en la polimerizacion de microtibulos, asociados a estrés
oxidativo.

El examen del peso de las crias y sus madres muestra que la respuesta varia con la extension
de la deprivacion de Zn en ratas. A muy bajos consumos de Zn, el peso de las madres
deficientes, como porcentaje del peso de las madres control, era méas bajo que el peso de las
crias deficientes como porcentaje de las controles. Esto sugiere que los fetos tienen tienen una
alta prioridad por el Zn disponible, y el crecimiento fetal era soportado a expensas de la
ganancia de peso materna. Con una deficiencia mas moderada, el peso de las madres
deficientes era similar al de las controles, pero el peso de las crias era todavia mas bajo
(Fosmire et al., 1977). Masters et al. (1983) comparararon el crecimiento fetal en ratas que
recibian dietas suficientes o dietas deficientes ad-libitum y en cantidades reducidas. El
consumo de cantidades restringidas de la dieta deficiente llevo a catabolismo tisular de Zn 'y
resultdé en menos malformaciones y resorciones que las vistas en camadas provenientes de
madres alimentadas ad-libitum con la dieta deficiente. Los estudios con animales
experimentales sugieren que, con dietas dentro de rangos normales, los cambios en la
absorcion intestinal de Zn pueden ser los ajustes homeostaticos primarios para cubrir los
requerimientos de la prefiez (King, 2000). Sin embargo, en humanos se ha hallado que el Zn
plasmético o sérico declina durante la gestacién (Tamura y Goldenberg, 1996). En bovinos,
también se hall6 una declinacion hacia el fin de la gestacidn, pero fue mas marcada en el
periparto, y mas aln en aquellas vacas que tuvieron partos distocicos (Dufty et al., 1977).

En conejas (Shaw et al., 1974) y ratas (Swenerton y Hurley, 1968) la deficiencia de Zn lleva
a anormalidades del ciclo estral y frena la ovulacion. Ademas, el Zn es esencial para la
funcién del receptor de estrégenos en la glandula mamaria (Shyamala y Yeh, 1975) y de los
receptores de progesterona en el oviducto (Lohmar y Toft, 1975). Bunce y Vessal (1987)
encontraron que las ratas deficientes en Zn presentan una reducida sensibilidad a los
estrogenos, en ausencia de modificaciones en el ndmero de receptores. El Zn influencia la
formacion de prostaglandinas (PG), ya que es cofactor de A-4 y A-5 desaturasas. El nivel de
PGF; es mas bajo en ratas deficientes en Zn (Song y Adham, 1985), lo que puede dificultar el
mecanismo del parto. Apgar (1968) encontr6 que la deficiencia de Zn se relaciona con partos
dificultosos y prolongados en ratas, con hemorragias, distocia y desérdenes placentarios, lo
gue puede asociarse también a fallas en los receptores a estrégenos. La redistribucion del Zn
tisular durante la lactancia y su homeostasis es perturbada por la deficiencia marginal de Zinc
(McCormick et al., 2015).

En los machos los efectos son igualmente pronunciados. Pitts et al. (1966) hallaron que la
deficiencia de Zn en terneros causa una disminucion del crecimiento testicular. Una severa
deficiencia de Zn en carneros produjo atrofia de los tubulos seminiferos y cesacion de la
espermatogénesis (Underwood y Somers, 1969), en chivos (Neathery et al.,, 1973b) e
hipogonadismo en ratas (Favier, 1992). Kumari et al. (2012) estudiaron los efectos de dietas
deficientes en Zn sobre el crecimiento y la histologia de testiculos en ratas en crecimiento.
Estos autores hallaron disminucidon en el didmetro de los tubulos seminiferos y en el diametro
nuclear de las células de Leydig, y una significativa pérdida de espermatogonias tipos A y B,
espermatocitos y espermatides. McClain et al. (1984) no hallaron defectos en la respuesta de
la hipofisis frente a la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) pero las células de
Leydig tuvieron una respuesta menor a la gonadotrofina corionica humana (HCG) en las ratas
deficientes, que, por lo tanto, mostraron niveles de testosterona un 50 % mas bajos. En cerdos
deficientes en Zn, las células de Leydig fueron mas pequefias y mostraron anormalidades en el
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reticulo endoplasmico (Hesketh, 1982). El Zn esta ligado, entonces, a la eficiencia de union
LH-receptor, y posiblemente a la accion de la a-reductasa, una enzima que convierte a la
testosterona en un metabolito activo, la dehidrotestosterona, a juzgar por los hallazgos de
Leake et al. (1984). Por otro lado, el receptor nuclear de la testosterona, al igual que todas las
hormonas esteroides, tiene una estructura de “dedos de Zn” y el Zn es necesario para la
funcion del receptor de la dehidrotestosterona en la prostata (Colvard y Wilson, 1984).

Ensayos de suplementacion en animales de interés productivo

Una deficiencia de Zn, caracterizada por la presencia de signos no especificos, como menor
produccién de carne, leche o lana, disminucion de la resistencia a infecciones y fertilidad
subnormal puede estar mas ampliamente distribuida de lo que se pensaba en un principio
(Underwood, 1981). En nuestro pais, algunos datos asi lo parecen indicar (Ruksan, 1985).
Nuestro grupo de investigacion, en un trabajo de relevamiento realizado en el norte de La
Pampa (Pechin et al., 1995), encontr6 que el contenido promedio de Zn en los pastos en
otofio, invierno, primavera y verano era 39,3, 29,0, 20,9 y 27,0 ppm, base MS. ElI 53 y el 25
% de las muestras en primavera y verano, respectivamente, contenian menos de 20 ppm de
Zn. En un relevamiento realizado en el noroeste de la provincia de Buenos Aires, por el
contrario, los niveles mas bajos se encontraron en otofio (19 ppm; Minatel et al., 1998). En
zonas de cria vacuna, en la provincia de Corrientes, también se han hallado niveles marginales
a bajos (15 a 28 ppm) en forrajeras naturales (Mufarrege et al., 1983).

Existen informes de que la suplementacion con Zn en bovinos bajo sistemas pastoriles,
donde los niveles del mineral son bajos 0 marginales, puede tener efectos sobre la ganancia de
peso. Mayland et al. (1980), en un ensayo que durd 3 afios consecutivos, hallé una diferencia
del 6 % en la ganancia de peso de los terneros al pie de la madre, cuando se suplementaron
con ZnO oral, provisto en el suplemento proteico, a razén de 860 a 900 mg de Zn por cada par
vaca-ternero. Los pastizales naturales del establecimiento, ubicado en ldaho, USA, con
predominio de Bromus tectorum, contenian menos de 20 ppm (entre 7 'y 17 ppm).

Perry et al. (1968) realizaron 4 ensayos de suplementacién con Zn en novillos en
terminacion, en feedlot, utilizando ingredientes naturales que contenian entre 18 y 29 ppm de
Zn. En dos de ellos se obtuvieron incrementos estadisticamente significativos en la ganancia
de peso.

Otros investigadores, sin embargo, citan respuestas inconsistentes o nulas en referencia a
este parametro. De una serie de 7 experimentos de crecimiento en novillos en condiciones de
estabulacion, con dietas basales que contenian entre 16,7 y 20,9 ppm de Zn, Beeson et al.
(1977) informaron diferencias estadisticamente significativas en la ganancia de peso debidas a
la suplementacion con Zn en sélo uno de ellos.

Al igual que en bovinos, en ovinos se han descripto efectos positivos de la suplementacion
con Zn. Egan (1972), en Australia, informé de un incremento en el porcentaje de paricion del
orden del 20 % en ovejas que pastoreaban praderas con contenidos del mineral entre 16 y 29
ppm. Resultados similares hallaron Masters y Fels (1980), también en Australia, en ovejas
sobre pasturas que contenian niveles tan bajos de Zn como 13 ppm, incrementandose, ademas,
el peso de los corderos al destete en 2,1 kg. Sin embargo, la suplementacién con 25 ppm a
partir de ZnO o de metionina-Zn en una dieta alta en grano de maiz que contenia 27,6 ppm de
Zn, no mejord la ganancia diaria de peso (GDP) en corderos, ni los niveles de Zn y FA en
suero, asi como tampoco los pardmetros inmunitarios medidos (Droke et al., 1998).



47

La suplementacion con Zn mejoré los niveles plasmaticos del mineral y la GDP de ganado
caprino alimentado con una dieta que contenia 22 ppm de Zn, pero s6lo produjo pequefios
aumentos estadisticamente no significativos en la produccion de mohair (Puchala et al., 1999).

Graham et al. (1994) informaron que la suplementacién con Zn, como metionina-Zn,
disminuyd las pérdidas fetales por abortos espontaneos en vacas lecheras. Sin embargo, la
diferencia entre el Zn sérico promedio en ambos grupos fue pequefia (0,92 vs 0,89 pg/ml).

Las enfermedades podales en bovinos de carne y de leche responden a mdltiples factores
(climéticos, de manejo, infecciosos, dietarios). Uno de los méas importantes factores dietarios
tiene que ver con los niveles Zn en la dieta y la biodisponibilidad de este mineral. Ya en 1964,
Bostico y Bonomi, en Italia, postulaban la relacion entre el contenido de Zn de las pasturas y
la susceptibilidad al pietin. Los autores encontraron que el Zn suplementario tenia un buen
efecto profilactico frente a la enfermedad, concluyendo que los pastos que contienen menos
de 50 ppm de Zn deben considerarse deficientes y capaces de incrementar la susceptibilidad
de los bovinos al pietin. Demertzis y Mills (1973), en Escocia, sefialaron el éxito de una
terapia con sulfato de ZnSO, oral para controlar dos brotes de dermatitis interdigital
infecciosa en toros jovenes de raza Frisona. Las dietas que recibian los animales contenian 30
a 35 ppm de Zn en el ensayo 1y entre 48 y 56 ppm en el ensayo 2.

Voelker et al. (1969), utilizando raciones basadas en silaje de maiz, bajo en Zn, y
concentrado, encontraron respuestas en produccion de leche cuando suplementaron con ZnO.
Kincaid et al. (1984) encontraron respuestas en produccion de leche y conteo de células
somaticas tanto con ZnO como con metionina-Zn.

En un ensayo realizado en nuestro pais (Corbellini et al., 1997) la suplementacion con
metionina-Zn (2 g/vaca/dia) redujo significativamente la incidencia de enfermedades podales
en vacas lecheras, con un efecto menor y no significativo debido a la suplementacion con
ZnO. El uso de metionina-Zn incrementd un 5,4 % la produccion de leche y redujo el
porcentaje de partos distocicos, la prevalencia de endometritis, el intervalo parto-concepcién y
el recuento de células somaticas en leche. La dieta promedio que consumieron las vacas del
grupo Control durante la lactancia contenia 25,9 ppm de Zn.

Hay consenso, en la actualidad, en torno a que, en la mayoria de los casos, con las dietas
comunmente usadas, resulta positiva la suplementacién con Zn en vacas de alta produccion.

En la experiencia de nuestro grupo de investigacion, y a través de trabajos realizados en las
provincias de La Pampa y Buenos Aires (Pechin et al., datos no publicados), la
suplementacion con ZnO oral o metionina-Zn inyectable disminuy6 sustancialmente la
incidencia de afecciones podales, tanto en bovinos de carne como en bovinos lecheros. Las
afecciones podales que se presentaron fueron caracterizadas como dermatitis interdigital,
segun la clasificacién moderna (Pesce et al., 1992; Greenough y Weaver, 1997). Sin embargo,
en un ensayo realizado posteriormente (Pechin et al., 2001), a pesar de que la suplementacion
con ZnO incrementd los niveles de Zn en plasma y pelo, no disminuy6 la incidencia de
dermatitis interdigital (10,5 % en el grupo control vs. 11,5 % en el grupo suplementado), ni
modificd la concentracion de Zn en piel y cartilago costal. En dicho trabajo, la concentracion
de Zn en forrajes fluctuo6 entre 22 y 27 ppm

Los resultados de la suplementacion con Zn en ovinos con el objeto de prevenir la
dermatitis interdigital también aparecen como contradictorios. Cross y Parker (1981)
informaron que el uso de ZnSO, oral previno esta afeccion en eépocas secas del afio, pero no
en las lluviosas, y s6lo cuando los niveles de Zn en pastos eran bajos.
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Los resultados dispares de la suplementacion con Zn en este tipo de enfermedades podales
refuerzan la idea de que su etiologia es multifactorial, pero también sefialan que en algunos
casos es positiva la suplementacion con Zn. Resta aclarar cual es el rol exacto del Zn, aln
cuando existe una relacion logica relacionada con el mantenimiento de la integridad de los
epitelios queratinizados o la optimizacion del sistema inmunitario.

En otro aspecto de la interaccion Fe-Zn, ademé&s de lo sefialado a nivel absortivo, se
demostro que la suplementacidn con Zn redujo la incidencia de retencidn placentaria y edema
de ubre en vacas lecheras alimentadas con dietas altas en Fe (Miller et al., 1996). Se postula
que el Zn puede ejercer un efecto protector frente a los cambios oxidativos inducidos por las
altas dosis de Fe.

Toxicidad

El Zn es un mineral de muy baja toxicidad para aves y mamiferos, y con dietas comunes el
tema no reviste ninguna importancia practica. Los casos que ocurrieron naturalmente
provienen de contaminaciones industriales o de errores muy groseros de formulacién, y la via
de entrada es el alimento, el agua y, mas raramente, la contaminacién del aire. EI méximo
nivel tolerable fijado por el NRC (2005) es de 500 ppm para bovinos, 300 ppm para ovinos,
500 ppm de Zn para aves y 1.000 ppm para cerdos. Niveles de 700 0 900 ppm han reducido la
ganancia de peso en terneros (Ott et al., 1966; Jenkins e Hidiroglou, 1991) y producido una
acumulacion de Zn en algunos 6érganos, como higado y pancreas. En un experimento se
encontrd que las vacas lecheras soportan niveles mayores aun, de 1.000 ppm, sin disminuir su
produccion (Miller et al., 1989). Altos niveles de Zn en la dieta pueden interferir con la
absorcion y el metabolismo de algunos minerales, como el Cu y el Fe, y agravar una
deficiencia marginal de los mismos (McDowell, 1992) o llevar a una deficiencia secundaria
de Cu (Sandstead, 1995).

Un consumo excesivo de Zn caracteristico de una intoxicacién aguda actGa como irritante
local de los tejidos y causa malestar gastrointestinal, nauseas, vomitos, calambres
abdominales y diarrea. Las altas concentraciones luminales pueden dafiar la membrana del
borde en cepillo del intestino delgado y permiten que el Zn entre a las células y se ligue no
especificamente a proteinas celulares y otros ligandos (NRC, 2005).

La intoxicacion cronica difiere de la de otros minerales, ya que el Zn no es carcinogénico,
mutagénico o teratogénico, y algunos efectos pueden estar mediados por la interferencia en la
absorcion de algunos minerales, en especial el Cu, a juzgar por los trabajos con ovejas
prefiadas (Campbell y Mills, 1979) y con ratas (L’ Abbe y Fischer, 1984). Ademas, el Zn en
exceso puede causar acumulacion en pancreas y disfuncion de este dérgano, reduccién de
algunos indicadores de la funcion inmunitaria (estimulacién linfocitaria por hemaglutinina),
falla renal y anorexia (Graham et al., 1988; NRC, 2005).

El tipo y severidad de los efectos adversos estan relacionados al nivel y duracion de la
exposicion, a la edad, al sexo, a la especie, al status nutricional y a la composicién de la dieta.
En general, los animales mas jovenes y las hembras reproductoras son méas vulnerables. Los
rumiantes parecen ser mas susceptibles que los monogastricos, debido a los efectos de altas
cantidades de Zn sobre los microorganismos ruminales. La forma quimica del Zn
administrado influye en sus efectos toxicos. En general, se hall que el ZnSO,, por su mayor
solubilidad y rapidez de absorcidn, es mas toxico que el ZnO (NRC, 2005)
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El Zn en altas dosis ha sido utilizado por su efecto protector en la intoxicacién con Cu en
ovinos (Bremner et al., 1976), el eczema facial (intoxicacion con esporidesmina), también en
ovinos (Smith et al., 1977), y la prevencién de la diarrea en el destete precoz de lechones
(Poulsen, 1995), y estas practicas pueden llevar a incrementar el riesgo de intoxicacion con
Zn.

Evaluacidn del status de zinc y diagnostico de la deficiencia

En animales de interés zootécnico el diagndstico de una deficiencia de Zn es facil de
realizar cuando los signos clinicos han aparecido, pero esto indica también que se ha perdido
tiempo y dinero. Precisamente, desde el punto de vista productivo, es necesario detectar
cuando los animales estan en riesgo de ser deficientes o cuando presentan deficiencias
marginales o leves. Al momento de seleccionar algln fluido o tejido para su andlisis deben
tenerse en cuenta el tamafio del pool de Zn a ser medido y su tasa de recambio, los factores
que regulan la homeostasis de ese pool de Zn, la susceptibilidad especifica del compartimento
frente a la deficiencia (0 el exceso) de Zn, la posibilidad de que se vea afectado por otras
alteraciones fisiopatologicas y, finalmente, el costo de la determinacion y las posibilidades
practicas de realizarla.

Underwood (1981) sefiala que, a medida que la deficiencia progresa, el Zn declina méas
marcadamente en pancreas, pelo y organos sexuales. Ademas de los nombrados, en
deficiencias severas se han hallado concentraciones bajas de Zn en hueso, higado y piel
(Miller y Miller, 1962; Miller et al., 1966). Sin embargo, la piel no parece ser siempre un
tejido sensible a los cambios de Zn dietario (Miller et al., 1965b).

La concentracion de Zn en suero o plasma es el indicador de deficiencia mas ampliamente
usado, pero su especificidad y su sensibilidad han sido cuestionadas cuando se consideran con
criterio diagnéstico. Como se observa en la Tabla 1.2, el Zn plasmatico representa,
paraddjicamente, el pool corporal mas pequefio, pero también es la fuente a la que
rapidamente pueden hechar mano los tejidos para cubrir sus necesidades del mineral y posee
una alta tasa de recambio.

El Zn en suero presenta valores similares al Zn plasmatico. Idealmente, la muestra debe ser
obtenida de sangre venosa y en un momento estandarizado del dia, ya que la concentracion de
Zn sérico puede aumentar luego de una comida o luego de un ayuno (Aggett y Favier, 1993),
aungue estas observaciones provienen de estudios con monogastricos. Cuando se trabaja con
plasma (se aconseja usar heparina como anticoagulante) o suero es necesario no demorar su
extraccion una vez tomada la muestra de sangre. Debe evitarse la hemdlisis y la
contaminacion de la muestra con tapones de goma u otras fuentes potenciales de Zn (Aggett y
Favier, 1993).

Con respecto a la sensibilidad, la concentracién de Zn en plasma, asi como también en
hueso, higado y pancreas, disminuyen en la deficiencia de Zn antes de que se hagan evidentes
la reduccion en el crecimiento, la falla en el apetito y otras indicaciones de la deficiencia, pero
las modificaciones a menudo son de escasa magnitud, a menos de que se trate de una
deficiencia muy severa, lo que indica la tremenda importancia de los mecanismos
homeostaticos. En un trabajo realizado por White et al. (1994) con ovinos el Zn plasmatico
resulté un indicador mucho mas sensible ante aumentos progresivos de Zn en la dieta que
otros parametros, como la ganancia de peso.
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La falta de especificidad del Zn plasmatico como estimador del status de Zn se debe a que
aquel puede disminuir frente a una variedad de situaciones estresantes: ejercicio, infeccion,
enfermedad crénica, altas temperaturas, etc. (Mills, 1978; Cousins, 1985; Orr et al., 1990) y
complicar la interpretacion de los datos. Por otro lado, en situaciones de desnutricion, el
catabolismo de algunos tejidos, como musculo y hueso, que representan los mayores pools de
Zn, puede ayudar a mantener los niveles de Zn plasmatico (Aggett y Favier, 1993).

Para soslayar el problema de algun factor estresante intercurrente, King (1990) propone la
medicion en forma conjunta del Zn y la MT plasmaéticos. La concentracion de MT en plasma
refleja la concentracion de MT hepatica y, por lo tanto, ambas bajan en la deficiencia de Zn.
Se ha demostrado que ambas MTs aumentan en respuesta al estrés, a la par que disminuye el
Zn plasmatico. Asi, bajos niveles de Zn y MT en plasma implican una reduccion en el pool de
Zn intercambiable en respuesta a bajos consumos de Zn. Un bajo nivel de Zn plasmaético,
junto con altas concentraciones de MT, puede indicar que el Zn tisular esta siendo
redistribuido en respuesta a un factor estresante. Con respecto a la tercera posibilidad, si
estuvieran presentes una deficiencia de Zn y estrés, los niveles de Zn y MT en plasma seran
bajos, ya que la sintesis de MT hepética no es estimulada por el estrés en animales deficientes
en Zn. Aln cuando estas conclusiones parten de trabajos realizados en humanos vy ratas, y el
costo de la medicion de la MT plasmatica es todavia alto, la técnica aparece como promisoria
en rumiantes.

Kirchgessner et al. (1993) proponen que la concentracion de Zn en leche puede ser un buen
indicador ya que va aumentando a medida que aumenta el Zn en dieta, hasta alcanzar una
meseta alrededor de 6 png/ml cuando se llega a un nivel de 40 ppm de Zn en el alimento. Esta
meseta se extenderia hasta que son sobrepasados los mecanismos homeostaticos, momento en
que el Zn en leche comienza a aumentar nuevamente (Miller et al., 1965a). Sin embargo, el
valor al cual se alcanza esa meseta es discutible, ya que Miller et al. (1965a) hallaron valores
de 4,2 ug/ml en leche con una concentracién dietaria de 44 ppm de Zn. De esta manera, el
nivel de Zn en leche no aparece como concluyente, tomado aisladamente, y deberia
considerarse en conjunto con otras mediciones en el caso de bovinos lecheros, como Zn en
suero y alimento.

El Zn en higado puede ser utilizado con fines diagndsticos, aunque presenta las limitaciones
practicas propias de una biopsia hepatica.

Se han identificado varias metaloenzimas Zn dependientes, pero la mayoria de ellas cambia
solo ligeramente en una deficiencia de Zn (Baker y Ammerman, 1995). Sin embargo, la FA
sérica disminuye notablemente en la deficiencia de Zn (Miller et al., 1965b) y, a juzgar por los
resultados de Spears (1989) en bovinos, parece comportarse mejor que el Zn plasmatico. La
actividad de esta enzima decae en respuesta a la deficiencia de Zn, pero en condiciones
practicas esta sujeta a importantes fluctuaciones e influencias distintas a las del status de Zn,
de manera que es dificil establecer rangos razonables que respondan a una adecuada provision
de Zn (Kirchgessner et al., 1993).

Kirchegessner et al. (1993) han propuesto una técnica para medir la respuesta del Zn y la
FA plasmaéticos, tres dias después de la administracion oral o inyectable de Zn. Esta técnica
demostro ser util, al menos en ratas, para detectar distintos grados de deficiencia de Zn.

Los andlisis de Zn en pelo pueden ser utilizados para detectar deficiencias cronicas, a causa
de su baja dinamica, y sélo después de eliminar cualquier tipo de contaminacion externa
(Mills, 1978). A pesar de que el pelo es una muestra facil de tomar, presenta algunas
variaciones que es preciso considerar (Miller et al., 1965c; Combs, 1987), y no siempre refleja
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fielmente los niveles dietarios de Zn, a juzgar por los trabajos de Beeson et al. (1977).
Carcagno et al. (1993), en nuestro pais, trabajando con bovinos sanos y con adecuado ritmo
de crecimiento, encontraron valores de 120,6 £ 23,61 ppm de Zn en pelo y de 1,13 + 0,23
ug/ml de Zn en plasma.

Un excelente criterio practico para confirmar el diagnostico de la deficiencia de Zn es la
respuesta al tratamiento, en referencia al consumo de alimento, crecimiento y problemas
especificos relacionados con esta deficiencia (Miller, 1970; White, 1992).

Probablemente, en la actualidad, para detectar deficiencias marginales de Zn, lo mas
recomendable sea combinar el analisis de Zn en plasma y alimento. Los niveles normales de
Zn en plasma en animales domésticos estan entre 0,8 y 1,2 ug/ml, pero la variabilidad
individual puede ser alta (Underwood, 1981). McDowell (1992) sostiene que, en rumiantes,
los valores de Zn plasmatico por debajo de 0,6 ug/ml pueden considerarse deficientes, entre
0,6 y 0,8 como marginales y entre 0,8 y 1,2 ug/ml como normales, pero que estas mediciones
deberian combinarse con la determinacion del Zn en forrajes. Parece razonable considerar, a
partir del analisis de la bibliografia disponible hasta el momento, un rango para bovinos de
carne y lecheros, de 20 a 30 y de 20 a 40 ppm de Zn en alimento, respectivamente, donde
puede existir una deficiencia marginal, pero en el cual los resultados de la suplementacion con
el mineral son inciertos. Los niveles en el alimento por debajo de 20 ppm se consideran como
netamente deficientes.

La concentracién y actividad de la mayoria de las enzimas Zn-dependientes no han probado
ser indicadores utiles de deficiencia de Zn. Debido a su alta afinidad por el Zn no son las
primeras proteinas Zn-dependientes en perder el Zn cuando el Zn del medio extracelular
comienza a disminuir (O’Dell, 2000).

La membrana plasmética esta cerradamente asociada con el medio extracelular y, al menos
en el caso de los GR, su contenido de Zn decrece durante la deplecion de Zn y es rapidamente
restaurado en la replecion. Estos cambios en el contenido de Zn de la membrana son evidentes
aun cuando la concentracion de Zn total del GR permanece sin cambios (Bettger y Taylor,
1986; Johanning y O’Dell, 1989).

Por otro lado, algunos marcadores bioquimicos han sido explorados modernamente. Por
ejemplo, la relacion &cido linoleico:dihomo-y-linoleico demostré ser un marcador sensitivo,
debido a la esencialidad del Zn para el funcionamiento de la A—6 desaturasa (Reed et al.,
2014).

Productos disponibles para la suplementacion con zinc

Para alcanzar una produccién animal eficiente y mantener un normal estado de salud en los
animales es necesario que los nutrientes minerales sean provistos en la dieta en cantidades
adecuadas y en una forma que sea biolégicamente utilizable. El tipo de suplementacion con
Zn recomendable es a través de la via oral, mezclando los suplementos con la dieta completa
o proveyendo los mismos en forma separada, en bateas, en el caso de una alimentacion
pastoril. El grado de biodisponibilidad de los minerales influye en los requerimientos dietarios
y es importante, por lo tanto, conocer esa biodisponibilidad en los alimentos y suplementos
minerales que se utilizan comdnmente en la alimentacion de los animales.

Las fuentes inorganicas mas frecuentemente utilizadas para la suplementacion con Zn son
oxido, sulfato y, en menor medida, carbonato y cloruro de Zn. Analizando los trabajos
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realizados con monogastricos, en una revision efectuada por Baker y Ammerman (1995), los
autores no observaron una tendencia clara acerca de cuél de las fuentes presenta mayor
biodisponibilidad. Sin embargo, a partir de los trabajos mas modernos en aves (Wedekind y
Baker, 1990; Sandoval et al., 1997a) y cerdos (Hahn y Baker, 1993; Wedekind et al., 1994;
Schell y Kornegay, 1996) surge que el ZnSO4.H,0 o el ZnS0O,.7H,0, usados normalmente
como estandares, son superiores al ZnO. Por otro lado, tal como lo demostraron Edwards y
Baker (1999), el ZnO disponible comercialmente, a diferencia de lo que sucede con el ZnSQOy,
varia ampliamente en color, textura, contenido de Zn y biodisponibilidad del Zn, de manera
que la calidad del producto es un aspecto a considerar en nutricion practica.

Recientemente, la industria comenz6 a ofrecer otra forma inorganica de Zn (Cloruro
tetrabasico de Zn), ademas de las tradicionales. Basado en las concentraciones plasmaticas y
tisulares de Zn, su biodisponibilidad ha demostrado ser superior al ZnO en cerdos (Zhang y
Guo, 2007).

En rumiantes (bovinos y ovinos) la tendencia general parece ser: ZnSO4 > ZnO > ZnCO;3; >
ZnCl (Baker y Ammerman, 1995), aungue la superioridad del sulfato sobre el 6xido de Zn no
ha sido fehacientemente demostrada en todos los ensayos (Kincaid, 1979; Sandoval et al.,
1997D).

Hace relativamente poco tiempo, la industria comenzé a producir complejos organicos de
distintos minerales, de los cuales los mas utilizados son los proteinatos y aminoatos. Se ha
sostenido que su impacto en nutricion animal surge del hecho de que poseen una mejor
digestibilidad y, ademés, a que, una vez absorbidos determinados complejos aminoéacido-
mineral son transportados a tejidos o sistemas enzimaticos especificos (Vandergrift, 1992).

El complejo aminoacido-mineral es definido como el producto resultante a partir de la
reaccion de una sal soluble del metal en cuestion y un aminoécido. EI complejo metionina-Zn
es, al presente, el complejo aminoacido-Zn mas utilizado en produccion animal. Se trata de un
compuesto soluble, quimicamente estable, eléctricamente neutro y con un peso molecular de
378 daltons (Brown y Zeringue, 1994).

Los aminoatos metionina-Zn y, en menor medida, lisina-Zn, han sido los mas estudiados.
Swinkels et al. (1994) sostienen que no existen evidencias consistentes acerca de la mejor
biodisponibilidad del Zn en ellos. Sin embargo, a juzgar por los trabajos realizados en los
ultimos 15 afios, existen algunas diferencias entre especies y, tal vez, entre destinos
productivos (carne o leche, por ejemplo).

En ovinos y bovinos en crecimiento, y utilizando como pardmetros el crecimiento y los
niveles plasmaticos de Zn y FA, no se encontraron diferencias entre el ZnO y la metionina-Zn
(Spears, 1989). Sin embargo, cuando el mismo autor realizd ensayos de balance quimico
usando dietas semi-purificadas, el uso de la metionina-Zn resulté en una mayor retencion que
el ZnO, resultante de coeficientes de absorcion aparente similares pero diferentes niveles de
excrecion urinaria (Spears, 1989). Rojas et al. (1995), informaron que la metionina-Zn
presentd similar biodisponibilidad que el ZnO y el ZnSO, en corderos a juzgar por la
concentracion de Zn en determinados 6rganos, pero que la lisina-Zn fue superior a las demas
fuentes probadas, logrando concentraciones de Zn superiores en pancreas, higado y rifién.
Kincaid et al. (1997) hallaron que metionina-Zn y lisina-Zn tienen mejor biodisponibilidad
gue ZnO en terneros, cuando se compararon los niveles de Zn en suero e higado.
Contrariamente a estos resultados, Kegley y Spears (1994) hallaron que la suplementacion de
corderos (alimentados con heno de festuca) con ZnO y ZnSO,4 mejoré la ganancia de peso y la
conversion alimenticia, comparados con los grupos control y metionina-Zn. Nockels et al.
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(1993) trabajaron con terneros a los que se les indujo estrés mediante la restriccion de agua y
la administracion de adrenocorticotrofina. Ni durante el periodo de estrés ni durante el
periodo de replecion, la retencion aparente de Zn fue diferente entre ZnSO,4 y metionina-Zn.
En rumiantes en crecimiento la informacion acerca del uso de metionina-Zn, hasta el presente,
aparece como contradictoria y serian necesarios ensayos mas ajustados para determinar su
biodisponibilidad.

En el dnico trabajo realizado con vacas de cria, los animales suplementadas con metionina-
Zn destetaron terneros mas pesados y ganaron mas peso que los suplementadas con ZnO
(Spears y Kegley, 1991).

Sin embargo, el uso de metionina-Zn en vacas lecheras aparece como mas promisorio, con
respuestas que parecen explicadas por su mayor biodisponiblidad. Los primeros trabajos de
Kincaid et al. (1984) ya sefialaban que las respuestas en produccion de leche y disminucién en
el numero de células somaticas en leche eran mejores para metionina-Zn que para ZnO.
Kellog (1990) reviso los resultados de 8 ensayos con 492 vacas lecheras comparando el uso
de metionina-Zn con la suplementacion con cantidades similares de Zn bajo la forma de ZnO.
En estos ensayos, la suplementacién con metionina-Zn increment6 la produccion de leche en
un 4,8 %, con una reduccion significativa de la incidencia de afecciones podales. Similares
hallazgos con respecto a la metionina-Zn fueron informados en nuestro pais por Corbellini et
al. (1997), como se citara anteriormente. Las respuestas observadas con ZnO fueron menores
y no significativas, con la excepcion de algunos parametros reproductivos (vacas con partos
distdcicos y vacas con endometritis post-parto o al servicio), en los cuales no hubo diferencias
entre las dos fuentes de Zn.

Spears et al. (1991) investigaron también los efectos de la cantidad y fuente de Zn sobre la
respuesta inmune en terneros que consumian una dieta que contenia 26,4 ppm de Zn. Los
animales suplementados con 25 ppm de Zn en forma de metionina-Zn mostraron mayores
titulos de anticuerpos cuando fueron inmunizados contra el virus de la rinotraqueitis
infecciosa (IBR), mientras que los suplementados con igual cantidad de Zn en forma de ZnO
mostraron titulos intermedios.

Los terneros suplementados con Zn y Mn, y desafiados posteriormente con virus IBR,
perdieron menos peso y presentaron una menor disminucion del Zn plasmatico que los
controles a los 7 dias post-desafio. Sin embargo, la respuesta fue similar entre los animales
alimentados con fuentes inorgéanicas (ZnO y MnQO) y organicas (metionina-Zn y metionina-
Mn; Chirase et al., 1994). Un ensayo realizado recientemente por Kegley y Spears (1995) en
corderos tampoco permite establecer una superioridad de la metionina-Zn sobre el ZnO en la
respuesta inmune.

El glicinato de Zn es una fuente menos difundida que la metionina-Zn. Cuando fue
comparada con ZnSQ, en ratas (Schlegel y Windisch, 2006), resultd en una mejor absorcion
verdadera de Zn (51 vs y 44 %) y en una mejor retencion de Zn (33 vs 25 %). En otro ensayo,
sin embargo, el glicinato de Zn obtuvo resultados similares al sulfato de Zn, tanto en pollos
como en lechones (Schlegel et al., 2010). Hasta el momento, no existen ensayos en rumiantes
con glicinato de Zn.

Spears et al. (2004) compararon ZnSO4, metionina-Zn y glicinato de Zn, adicionados a
razon de 20 ppm a una dieta alta en forrajes que contenia 18,8 ppm de Zn en novillos Angus.
Las tres fuentes arrojaron similares resultados cuando se midieron absorcion aparente y
retencion de Zn, y niveles de Zn y FA plasmaticos, pero el grupo adicionado con glicinato de
Zn tuvo mayores concentraciones hepaticas de Zn.
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Los complejos Zn-aminoacidos se presentan como una alternativa en la eleccién de
compuestos organicos de Zn para alimentacién animal. En general, su produccion industrial
es mas econdmica, y los atomos de Zn se hallan unidos a varios aminoacidos, provenienten de
la hidrolisis de distintas proteinas. Cuando un complejo Zn-aminoacidos (Availa Zn, Zinpro
Corportation, USA) fue comparado con metionina-Zn, a las dosis de 30 ppm, los parametros
medidos en feedlot (ganancia de peso, consumo de alimento, conversion alimenticia y
caracteristicas de la carcasa) fueron similares (McBeth et al., 2002). La estabilidad del
complejo Zn-aminodcidos fue evaluada en dos ensayos in vitro con fluido ruminal (Anénimo,
2001a y 2001b), hallandose que alrededor del 94 % del complejo era recuperado luego de una
incubacion de 24 horas. En un ensayo realizado recientemente (Siciliano-Jones et al., 2008),
el reemplazo de Zn, Cu, Mn y Co en la forma de sulfatos por un complejo con aminoéacidos y
dichos minerales en la dieta desde las 3 semanas preparto hasta las 35 semanas postparto
disminuyd la incidencia de ulcera solar y tendié a disminuir la incidencia de dermatitis
interdigital en vacas lecheras. Las vacas suplemementadas con minerales organicos
produjeron mas proteina y solidos (grasa + proteina). La dosis suplementaria de Zn utilizada
en este caso fue de 360 mg/dia.

En un ensayo realizado en ovejas, Hatfield et al. (2001) hallaron pequefios incrementos en
los niveles de Zn hepético, como resultado de la alimentacion con un complejo Zn-
aminoéacidos en lugar de ZnSQOy, pero la tendencia en la concentracion de FA sérica sugirio lo
contrario. Cao et al. (2000) compararon la biodisponibilidad relativa (BDR) del Zn en varias
fuentes organicas en relacién al ZnSO, en pollos y corderos. A excepcion de un complejo Zn-
proteinato, las demaés fuentes (Zn-lisina, Zn-metionina, Zn-aminoécidos y Zn-polisacaridos)
tuvieron una BDR similar a la fuente patron.

Dozier et al. (2003) no encontraron diferencias en pardmetros productivos cuando
compararon ZnSO4 y Zn-aminoacidos en pollos parrilleros. En el trabajo de Burrell et al.
(2004) la unica diferencia significativa entre ambas fuentes fue que la excrecion acumulativa
de Zn por heces era menor con Zn-aminoacidos que con ZnSOy.

Swinkels et al. (1996) no hallaron diferencias entre ZnSO, y un quelato de Zn-aminoacidos
en lechones, al comparar las concentraciones séricas y tisulares de Zn (higado, rifion y
pancreas). Payne et al. (2006) compararon ZnSO, y Zn-amino&cidos en la alimentacion de
cerdas y lechones destetados. Los parametros de acumulacion tisular (hueso, higado y
pancreas) en las cerdas fueron similares en ambas fuentes, mientras que en lechones, la
concentracion hepatica de Zn fue mayor en el grupo ZnSQ,. Por el contrario, el numero de
lechones nacidos y destetados fue superior en las cerdas alimentadas con Zn-aminoacidos.

Wright y Spears (2004) estudiaron los efectos de la adicion de 20 ppm de Zn a partir de
proteinato de Zn 0 ZnSQO,, a una dieta que contenia 28 ppm de Zn, en terneros Holstein. El
grupo suplementado con ZnSO,4 tuvo mayores niveles de Zn hepatico, pero ninguno de los
tratamientos modificd la concentracion de Zn y FA en plasma. S6lo cuando se utilizaron
ambas fuentes a niveles supranutricionales (500 ppm), los niveles de Zn en plasma y tejidos
fue superior en el grupo suplementado con proteinato de Zn.

La adicién de 25 ppm de Zn a partir de proteinato de Zn mejor6 algunas caracteristicas de la
carcasa en novillos cuando se compar6 con igual cantidad de ZnO, mientras que la GDP y la
conversion alimenticia tendieron a ser mejores también con la fuente organica (Spears y
Kegley, 2002).
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Comentarios finales

Si bien son raros los hallazgos de casos de deficiencia clinica de Zn en rumiantes,
actualmente se reconoce que la deficiencia subclinica de Zn podria constituir una limitante
nutricional, especialmente en sistemas basados en animales de altos niveles de produccion.
Durante décadas, se han utilizado sales inorganicas, como ZnO o ZnSO,, para la
suplementacion de las dietas. Actualmente, se abre un nuevo campo de investigacion en torno
al empleo de sales orgénicas de Zn, especialmente metionina-Zn y complejos Zn-
aminoéacidos, a juzgar por resultados que permiten suponer que estos compuestos poseen una
mayor biodisponibilidad.
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Capitulo Il. Desarrollo de un modelo de deficiencia subclinica de
zinc en ovinos

Introduccion

El trabajo pionero de Todd et al. (1934) demostro que el Zn es un mineral esencial para las
ratas, pero hubo que esperar dos décadas para que se reconociera su importancia en animales
de interés productivo (Tucker y Salmon, 1955). A partir de alli, el Zn ha ocupado un lugar
destacado en la investigacion referida a nutricion y salud de animales y seres humanos.

La deficiencia de Zn ha sido producida en bovinos, bajo situaciones experimentales y
utilizando dietas semisintéticas (Miller y Miller, 1960; Miller y Miller, 1962; Miller et al.,
1965a; Ott et al., 1965a). La deficiencia experimental de Zn fue descripta por primera vez en
ovinos por Ott et al. (1964) y en caprinos por Miller et al. (1964). También ha sido
reproducida en muchas especies de monogastricos: cerdos (Luecke et al., 1956; Miller et al.,
1968), pollos (O’Dell et al., 1958), conejos (Apgar, 1971; Joseph et al., 1981), ratones (Beach
et al., 1980), perros (Sanecki et al., 1985), monos (Barney et al., 1967) y gatos (Kane et al.,
1981).

El Zn cumple un importante rol en el organismo como parte integral de méas de 200
metaloenzimas, entre las que se citan: anhidrasa carbonica, glutdmico deshidrogenasa, D-
gliceralcehido 3-fostafo deshidrogenasa, alfa-manosidasa, fructosa 1-6 difosfatasa, alcohol
deshidrogenasa, FA, carboxipeptidasa, aminolevulinico deshidratasa, retineno reductasa,
ADN y ARN polimerasas, timidina quinasa, Cu-Zn superoxido dismutasa (Miller, 1970;
Underwood y Suttle, 1999, McCall et al., 2000). Se reconoce, ademds, su papel como
antioxidante (Powell, 2000), en la estabilidad de la membrana plasmatica (O Dell, 2000) y en
la regulacién de la expresion génica (Cousins, 1994; Cousins et al., 2003). De alli su vital
papel en el metabolismo de los hidratos de carbono, de las proteinas y de los acidos nucleicos,
en la division celular, la reproduccidn, el funcionamiento del sistema inmunoldgico, el control
de los radicales libres, etc.

Las manifestaciones clinicas de la deficiencia de Zn en todas las especies animales son:
anorexia, retraso en el crecimiento, anormalidades de la piel y sus apéndices, desordenes
esqueléticos y reproductivos (Underwood y Suttle, 1999).

Las lesiones caracteristicas de la deficiencia de Zn en la piel son paraqueratosis y dermatitis,
visibles en distintos sectores del cuerpo, pero especialmente en extremidades, morro, orejas y
alrededor de los ojos (Ott et al., 1965a; Blackmon et al., 1967). En epitelios del aparato
digestivo, por ejemplo boca, lengua y, mas marcadamente, en esdfago se ha descripto un
incremento en el nimero de capas celulares y queratinizacion anormal (Follis et al., 1941;
Miller y Miller, 1960; Whitenack et al., 1978).

A nivel 6seo, Norrdin et al. (1973), Suwarnasan et al. (1982) y Rossi et al. (2001) han
informado estrechamiento de la placa epifisaria, distorsion en las columnas de condrocitos y
disminucion del crecimiento del hueso endocondral y periostial. En un trabajo con pollos
alimentados con una dieta que poseia 10 ppm de Zn, y que no produjo disminucion del
consumo ni de la ganancia de peso (Wang et al., 2002b), se observd disrupcion de la
estructura columnar de los condrocitos en la placa de crecimiento, inhibicion de su
proliferacion e induccién de apoptosis, especialmente en areas mas alejadas de los vasos
sanguineos. Demostrando un efecto directo de la deficiencia de Zn, a los 7 dias de haber
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comenzado con la dieta experimental, los niveles del factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF-1), proteina relacionada a la parathormona (PTHrP) y factor de crecimiento de
fibroblastos 2 (FGF-2) estaban grandemente reducidos en las zonas de lesion.

En modelos de deficiencia clinica de Zn se ha encontrado disminucion en el nimero de
linfocitos en timo, linfonddulos y bazo (Sanecki et al., 1985), atrofia de las glandulas
salivales, con presencia de acinos poco delimitados (Vanderlei et al., 1995) y cambios
ultaestructurales muy notorios en células acinares pancreéaticas (Koo y Turk, 1977).

La atrofia y degeneracion de los tabulos seminiferos, con escasa o nula produccion de
espermatozoides es un hallazgo comun en deficiencias severas de Zn en ratas (Barney et al.,
1968; Mason et al., 1982). En carneros jovenes alimentados con dietas que contenian 2,4 ppm
de Zn se produjo una reduccion importante del crecimiento testicular y una cesacién de la
espermatogénesis (Underwood y Somers, 1969). Sin embargo, ambos parametros fueron
mayores en los animales que recibian 32,4 ppm que en los que consumian una dieta con 17,4
ppm de Zn, a pesar de que su ganancia de peso fue similar, lo que sugiere que los
requerimientos para maximizar la funcién reproductiva pueden ser superiores que los
necesarios para el crecimiento de los animales.

La disminucion del crecimiento causada por la deficiencia de Zn es debida,
fundamentalmente, a un menor consumo de alimento, aunque se observé que la ganancia de
peso era aun menor en los animales deficientes que en el grupo pareado por consumo, lo que
indica una menor eficiencia de conversion alimenticia (Miller et al., 1965, en bovinos; Miller
et al., 1968, en cerdos). En relacion a este problema, Sommers y Underwood (1969) hallaron
una menor retencién de N en los corderos deficientes en comparacion con los controles
pareados por consumo, causada por una similar digestibilidad de la proteina pero una mayor
excrecion urinaria N, lo que indica una disminucion en la sintesis de proteina, un incremento
en el catabolismo proteico o0 ambas a la vez.

La concentracion de Zn en suero o plasma es el indicador de deficiencia mas ampliamente
usado, pero su especificidad y sensibilidad han sido criticadas cuando se considera con
criterio diagnostico. Los niveles normales en animales domésticos estan entre 0,8 y 1,2 pg/ml,
pero la variabilidad individual puede ser alta y otros factores, ademas de los niveles de Zn
dietario, afectan las concentraciones de Zn sérico (Underwood y Suttle, 1999), por ejemplo, la
edad o las demandas metabdlicas. En referencia a esto, animales jovenes de rapido
crecimiento o vacas lactantes sufren rapidos cambios plasmaticos cuando consumen dietas
bajas en Zn. El stress, las infecciones y las altas temperaturas pueden hacer declinar los
valores de Zn en suero (Mills, 1978; Orr et al., 1990) y complicar la interpretacion de los
datos. En condiciones experimentales, por lo tanto, es necesario estandarizar el momento de
muestreo Yy tratar de evitar factores de variacion externos al ensayo. McDowell (1992) sefiala
gue, en rumiantes, valores de Zn plasmatico por debajo de 0,6 pug/ml pueden considerarse
deficientes, entre 0,6 y 0,8 como marginales y entre 0,8 y 1,2 pg/ml como normales. Suttle
(2010) situa la “banda marginal” de deficiencia en rumiantes entre 0,4 y 0,6 pg/ml y sugiere
que valores medios de una muestra poblacional por debajo de este rango (acompafados por
otros criterios, por ejemplo, Zn en alimentos o en hueso) indican un probable beneficio de la
suplementacion con Zn en suficientes animales como para ameritar la intervencion. Los
valores dentro de la banda marginal, segun estos autores, indican la posibilidad de futuros
beneficios si el status de Zn no mejora.

Se han identificado varias metaloenzimas Zn dependientes, pero la sensibilidad frente a una
deficiencia de Zn puede ser baja en muchas de ellas (Baker y Ammerman, 1995). La FA
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sérica ha sido la enzima Zn dependiente mas estudiada y se ha comprobado que disminuye
notablemente en la deficiencia de Zn, a un nivel comparable al del Zn sérico, tanto en
monogastricos (Miller et al., 1968; Adeniyi y Heaton, 1980) como en rumiantes (Miller et al.,
1965a). La falta de especificidad achacada a esta enzima se debe a que esta sujeta a factores
diferentes a los del status de Zn (como afecciones 0seas o intestinales), de manera que es
dificil establecer rangos de normalidad razonables (Kirchgessner et al., 1993). De todas
maneras, estos autores, a partir de ensayos realizados con ratas, sostienen que las respuestas
de ambos parametros, Zn sérico y actividad de FA en suero, son paralelas y relacionadas
proporcionalmente al grado de deficiencia de Zn. So6lo en un ensayo, realizado con
vaquillonas que consumian una dieta a base de silaje de maiz, con 23,1 ppm de Zn, se
encontrd una respuesta a la suplementacion con 25 ppm de Zn sobre los niveles séricos de FA,
pero no asi en los niveles de Zn plasmético ni en la ganancia de peso (Spears, 1989).

La deficiencia clinica de Zn en ratas, en comparacion con un grupo control pareado por
consumo, ha producido una disminucion significativa del Zn en plasma y en algunos 6rganos,
como hueso, higado, pancreas y rifion (Adeniyi y Heaton, 1980; Suwarnasan et al., 1982), y
también en testiculos (Mason et al., 1982), pero no en musculo, a pesar de ser el pool
cuantitativamente mas importante. En un trabajo realizado con conejos (Bentley y Grubb,
1991) se hallé6 que una deficiencia severa de Zn (2 ppm) producia una disminucion de la
concentracion del mineral en higado y hueso, pero esto no sucedia con una deficiencia mas
moderada (7 ppm).

Miller et al. (1966) compararon una dieta deficiente (6 ppm de Zn) con otra que contenia 40
ppm de Zn en rumiantes, aunque sin un grupo pareado por consumo, y hallaron diferencias en
pulmon, higado, bazo, rifidn, testiculos y pelo, a pesar de que este Gltimo parece mas
adecuado para detectar deficiencias cronicas (Mills, 1978). A juzgar por el ensayo de White et
al. (1994) en corderos, la concentracion de Zn en lana es un indicador menos sensible que el
Zn plasmatico, ya que solo difiri6 entre el grupo deficiente y el primer grupo suplementado
(10 ppm de Zn en la dieta), mientras que el segundo indicador fue incrementandose a medida
que aumentaba el Zn dietario, hasta 27 ppm.

La interaccion Cu-Zn ha sido estudiada en monogastricos y rumiantes, ya que existen
situaciones de alimentacion préctica donde puede producirse, por ejemplo, en cerdos y en
0oVinos.

Van Campen (1969) demostrd, utilizando la técnica de segmentos ligados de intestino en
ratas, que el Cu instilado en el lumen intestinal disminuyé la absorcion de Zn. Cuando se
incremento el nivel de Cu en la dieta de 3 a 24 ppm, la absorcion de Zn descendio
moderadamente (un 20 %), pero un posterior aumento a 300 ppm de Cu no produjo un efecto
adicional (Hall et al., 1979). Sin embargo, debido a que el Cu es més toxico que el Zn, la
interaccién Cu-Zn queda practicamente restringida a aquellos casos en los que se afade
CuSQq, a las dietas de lechones destetados precozmente, con el propdsito de disminuir la
incidencia de diarreas.

La suplementacion con Zn a niveles altos (entre 350 y 560 ppm) en ratas ha producido una
disminucion en indicadores del status de Cu, como por ejemplo Cu y ceruloplasmina en suero
y Cu en higado (Reeves et al., 1993; Reeves, 1998), y estos efectos parecen mas significativos
cuando los niveles de Cu en la dieta son bajos o marginales, entre 1,5 y 4 ppm, y no a
concentraciones mayores, como 9 ppm (Reeves, 1995; Reeves y Rossow, 1996). Sin embargo,
hay indicios de que 120 ppm de Zn provocan un descenso de algunas enzimas Cu
dependientes en tejidos de ratas alimentadas con 6 ppm de Cu (L’Abbé y Fischer, 1984).
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Los resultados con cerdos son contrastantes. Hill et al. (1983) informaron que la
suplementacion de una dieta a base de maiz-soja con niveles relativamente bajos (50 ppm de
Zn), a partir de ZnO, disminuyd los depositos de Cu hepatico, pero no los niveles de Cu en
suero, pancreas y masculo. Por otro lado, Cox y Hale (1962) hallaron que la adicién de 1.000
y 2.000 ppm de Zn no disminuyeron la concentracion de Cu hepatico, en un ensayo que durd
69 dias. En otro ensayo, la adicion de 100 ppm de Zn disminuy6 la acumulacion hepética de
Cu cuando se agregaron a la dieta 125 y 250 ppm de Cu, como CuS0, (Ritchie et al., 1963).

En rumiantes, los trabajos son mas escasos. Campbell y Mills (1979) hallaron que la adicion
de 750 ppm de Zn induce una severa deficiencia de Cu en ovejas prefiadas. En vacas lecheras,
1.000 ppm de Zn produjeron una disminucién del Cu sérico, pero no del Cu en higado en un
ensayo que dur6 14 semanas (Miller et al., 1989). La incorporacién de niveles menores de Zn,
entre 24 y 50 ppm, no parecen tener efectos significativos (Kegley y Spears, 1994; White et
al., 1994).

Para realizar un ensayo de BDR, en el cual se comparan las respuestas a dosis crecientes de
Zn a partir de una o mas fuentes, con respecto a la respuesta producida por una fuente
estandar (generalmente, sulfato de Zn), es necesario contar con un modelo de deficiencia de
Zn. En este caso, se decidi6 trabajar con ovinos debido al menor consumo de alimento, ya que
las dietas experimentales son costosas, y a que posibilita un mejor manejo en jaulas
metabdlicas.

En los ensayos de biodisponibilidad, es importante que la dieta base usada sea adecuada en
los demas nutrientes para producir la respuesta deseada en el animal (Ammerman, 1995).
Generalmente, se utilizan las recomendaciones del NRC (1996, 2001, 2007, 2012) para las
distintas especies animales.

Cuando las concentraciones dietarias del mineral a ser probado son menores que el
requerimiento, es importante que la fuente del elemento en cuestion represente la porcién
mayoritaria de la concentracion dietaria total del elemento. En general, cuanto més alta es la
proporcion del elemento probado en la dieta basal, mas sensitivo sera el ensayo para medir la
biodisponibilidad (Ammerman, 1995).

Ademas de utilizar animales con altas necesidades corporales de Zn, los niveles usados en la
prueba deben ser cuidadosamente seleccionados. Si los niveles son muy bajos (en la dieta
base), puede haber una depresion en el apetito de los animales. Por otro lado, si los niveles de
Zn son muy altos, la replecion de los tejidos puede ocurrir muy rapidamente, o bien, en los
ensayos de balance, puede no obtenerse una respuesta lineal ante el incremento progresivo en
los niveles de Zn en la racion, por un incremento en la excrecion endégena de Zn. Entonces,
deberia realizarse un experimento previo de dosis-respuesta para determinar los niveles
optimos de Zn. Dentro del rango optimo, puede monitorearse el status de Zn de los animales,
utilizando niveles de Zn, MT y enzimas Zn dependientes en suero, plasma o tejidos (Swinkels
et al., 1994). Estos parametros pueden ser determinados una 0 mas veces, pudiendo utilizarse
varios de ellos conjuntamente en un ensayo de biodisponibilidad (Wedekind y Baker, 1990).

Existe una serie de trabajos que han utilizado modelos de deficiencia clinica de Zn, tanto en
monogastricos como en rumiantes. Panemangalore y Bebe (1997) han comentado todas las
condiciones que deben reunir los ensayos para estudiar la deficiencia o exceso de Zn, con
especial referencia a ratas (un modelo pensado para humanos, pero que puede extenderse a
animales monogastricos). Se ha hecho especial hincapié en controlar la contaminacion del
alimento, usando alimentos purificados bajos en Zn, y del medio, utilizando jaulas de plastico
0 acero inoxidable.
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La principal dificultad para desarrollar dietas semisintéticas para el estudio de elementos
traza en rumiantes fue la seleccion de una fuente de proteina o N baja en oligoelementos, y
especialmente en Zn. La urea grado alimentacion (“feed grade”) es una fuente
invariablemente baja en Zn (<1 ppm), mientras que la aloumina de huevo deshidratada en
polvo es la fuente proteica de eleccion, ya que, aungue costosa, es consistentemente baja en
Zn. Como fuentes de energia, en los ensayos se utilizé almidon de maiz y glucosa o sacarosa.
La fuente de fibra plantea algin problema, también, ya que las fuentes de celulosa lignificada
pueden poseer Zn y Cu (Mills, 1978).

En la Tabla I1.1, se resume la composicidn de las dietas usadas por diferentes investigadores
en rumiantes en crecimiento (corderos o terneros). Los niveles de Zn variaron entre 1,5y 3,9

ppm.

Tabla 11.1. Dietas experimentales utilizadas en el estudio de la deficiencia de Zn en rumiantes

Ingrediente %' (rumiantes)® % (corderos)® % (corderos)® % (corderos)® % (corderos)®
AlbUmina de huevo 6 11 75 7.5 15
Urea 3 15 2 2 -
Almidén 42 34,4 25 35 27,02
Glucosa 32 25 - - 27,02
Sacarosa - - 15 10 -
Aceite de mani 3 - - - -
Céscara de algodén 9 20 - - -
Celulosa - - - - 20
Paja de cereal® - - 40° 39 -
Nucleo min.-vitam. 5 51 8,5 6,5 7,96
Aceite de maiz - 3 - - 3
Aceite de soja - - 2 - -

! composicion porcentual (base MS). ? trigo o cebada. * tratada con alcali.
2 Mills, 1978. P Spears, 1989. ©White et al., 1994.
¢ Underwood y Somers, 1969 © Ott et al., 1964.

Hipotesis

A partir del desarrollo de un modelo de deficiencia de Zn en rumiantes es posible hallar
diferentes variables que respondan consistentemente a la misma, de manera que permitan la
realizacion de ensayos de biodisponibilidad relativa.

Objetivos

El objetivo general del presente trabajo fue desarrollar un modelo de deficiencia de Zn en
ovinos, que permita posteriormente realizar un ensayo de biodisponibilidad relativa.

Los objetivos particulares incluyeron verificar el efecto de la deficiencia subclinica de Zn
sobre: ganancia de peso, produccién y calidad de la lana, y parametros bioquimicos,
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hematoldgicos, histologicos y de concentracion tisular relacionados con el metabolismo del
Zny del Cu.

Materiales y Métodos

Diez corderos de raza Corriedale, con un peso de 10,09 £ 1,285 kg, fueron asignados en
forma aleatoria, estratificando por peso inicial, a dos grupos: Basal (B) y Suplementado con
Zn (Z). Ambos grupos recibieron una dieta a base de paja de trigo, almidon de maiz, sacarosa,
albimina de huevo deshidratada, aceite de girasol, urea y nucleo mineral-vitaminico. Esta
dieta fue similar a la utilizada en su ensayo por White et al. (1994), con algunas
modificaciones: se disminuyo el contenido de paja de trigo, se increment6 el de albimina de
huevo y se suplanté el aceite de soja por el de girasol. Luego de comprobarse una importante
incidencia de acidosis, se agregd 3 % de bicarbonato de sodio, lo cual ayud6 a controlar sélo
parcialmente el problema.

Tabla 11.2. Dieta experimental (composicion porcentual, base alimento como tal).

Ingrediente Porcentaje
Albumina de huevo deshidratada 10
Urea 2
Almiddn de maiz 34,8
Sacarosa 14
Paja de trigo 30
Nucleo mineral-vitaminico 4,2
Bicarbonato de sodio 3
Aceite de girasol 2
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Tabla 11.3. Composicion del nucleo mineral-vitaminico (para un total de 42 g, contenidos en 1
kg de alimento).

Ingrediente Cantidad
Cloruro de potasio (KCI) 115¢g
Carbonato de calcio (CaCOs) 7049
Fosfato mono-bicélcico 143 g
CaHPO,4.2H,0 - Ca (H2P04)2.H20 ’
Azufre (S) 204g
Oxido de magnesio (MgO) 2,50
Cloruro de sodio (NaCl) 3,759
Oxido de manganeso (MnO) 40 mg
Sulfato de cobre (CuSQO4.H,0) 23 mg
Sulfato de cobalto (CoSOy) 0,8 mg
lodato de calcio (Ca(l103),.H,0) 0,33 mg
Selenito de sodio (al 1 %) (Na;SeO3) 44 mg
Sulfato ferroso (FeSO,4.H,0) 156 mg
Vitamina A 5.000 Ul
Vitamina D3 1.000 UI
Vitamina E 50 Ul

Dicha dieta fue preparada en el laboratorio, y se transportd hasta el galpon en recipientes
plasticos tapados. EI mezclado de la dieta se facilité al moler la paja, lograndose fragmentos
entre 0,5 y 2 cm de largo de la misma, los que cumplen los requerimientos minimos para la
“fibra efectiva” (tamafio de particula que estimula la rumia y la salivacion).

El alimento se administr6 dos veces al dia, por la mafiana y por la tarde, en forma
restringida, a un nivel que fluctud entre el 2,7 y el 3 % del peso de los animales. La dieta B
contenia 10 ppm de Zn, base MS, y la dieta Z fue suplementada con ZnS0,4.H,0, para aportar
un nivel extra de 30 ppm de Zn.

Los corderos fueron alojados en jaulas de plastico, de 1 m x 0,5 m, con piso ranurado. Se
procedio con un periodo de destete y acostumbramiento de dos semanas, durante las cuales
los animales fueron alimentados con gramineas (cebadilla, en su mayor parte), cortadas y
ofrecidas en estado fresco. El ensayo tuvo una duracion de 5 meses. Al inicio del ensayo, se
esquilé un area de 80 cm?, del flanco de cada cordero, con el objeto de medir el crecimiento y
la calidad de la lana en ambos grupos. Los animales se pesaron mensualmente, para evaluar la
evolucion de la ganancia de peso. También mensualmente, fueron sangrados de vena yugular
y se extrajeron dos muestras de sangre con distintos anticoagulantes (heparina y EDTA
sodico). Las muestras obtenidas con heparina fueron centrifugadas a 2.000 rpm, durante 10
minutos, y el plasma sobrenadante se separ0 en dos submuestras. Una submuestra se utilizo
para la posterior medicion de los niveles de Zn y Cu. En la segunda submuestra de plasma se
midié la actividad de FA. Las muestras de sangre obtenidas con EDTA sodico como
anticoagulante se utilizaron para realizar el conteo de globulos rojos, leucocitos y linfocitos, la
medicion del hematocrito y la determinacion de la concentracion de hemoglobina. Los
parametros hematoldgicos fueron medidos a partir del segundo mes del ensayo. A los 45 dias
y durante la dultima semana del trabajo se realizaron sendos ensayos de balance de Zn, de Cuy
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de N. Durante cada periodo de balance (5 dias) se midio el alimento consumido por cada
animal y la produccion de heces y de orina, las que se recogieron diariamente. Se tomd una
alicuota diaria de cada excreta (30 gr para heces y 20 ml para orina), y se guardaron a - 20 °C
hasta su analisis. A partir de estos datos, se calculd la cantidad de Zn, Cu y N retenidos
diariamente por cada animal.

Al finalizar el ensayo, se cortd la lana de las areas previamente delimitadas y se peso para
medir la produccién de lana durante el periodo. Una muestra de cada animal fue enviada al
laboratorio para la medicion de las concentraciones de Zn y Cu por EAA (en ppm, base MS).
Otra muestra fue procesada para determinar los parametros de calidad en el Laboratorio de
Calidad de Lanas de INTA Bariloche: didmetro de lana (analizador Sirolan-Laserscan,
método IWTO-12-00; IWTO, 2001), curvatura de lana (analizador Sirolan-Laserscan; Dabbs
et al., 1994) y resistencia a la traccion (método IWTO-30-98; IWTO, 2002).

Cuando culmind el ensayo, se procedio al sacrificio de los animales por exanguinacion.
Luego del mismo, se recogieron muestras de muasculo (longissimus dorsi, supraescapular y
semimembranoso), higado, péancreas, testiculo, rifion, pulmoén y hueso (metacarpo y
metatarso) para la determinacion de los niveles de Zn 'y Cu. Por otro lado, también se tomaron
muestras de piel (zonas del flanco y del vientre), hueso (metacarpo y metatarso, tercios
distales), testiculo, pancreas y del epitelio de lengua (zona dorsal media), es6fago, rumen y
vejiga para ser procesadas en el Laboratorio de Histopatologia con las técnicas de rutina
(fijacidn, inclusion con parafina, tincion con hematoxilina-eosina). Las muestras de hueso
metacarpiano y metatarsiano (epifisis distal) fueron descalcificadas utilizando una solucion al
10% de &cido formico bufferado a pH 4,5 con citrato de sodio. Luego de la inclusion en
parafina y el corte en secciones de 6 micras de ancho, se realiz6 la tincion con hematoxilina-
eosina. En huesos metacarpiano y metatarsiano se realiz6 histomorfometria en la region del
cartilago de crecimiento distal y zonas adyacentes. Las fotografias se obtuvieron con una
camara de video adosada a un microscopio Optico (aumento 100 X) y fueron procesadas
mediante el programa Scion Image (Scion Corporation, Maryland, USA).

Las determinaciones de Zn y Cu fueron realizadas por Espectrofotometria de Absorcion
Atomica (EAA), utilizando un espectrofotometro de absorcidn atomica Perkin ElImer 5100 PC
(Perkin Elmer, 1996), por medio de las técnicas de Allan (1961) y de Piper y Higgins (1967).
Los resultados se expresaron en ppm, base MS, en el caso de los sélidos y en ug/ml en el caso
de los liquidos.

Las muestras de tejidos blandos fueron cortadas en trozos de 1 cm® y secadas en estufa de
flujo continuo a 100 °C hasta peso constante. Luego, se procedio al molido de las mismas y se
tom6 una submuestra de 500 mg de cada tejido. Cada submuestra fue sometida a una
digestion acida con una mezcla de 2 ml acido nitrico (HNOs, 68 % V/V), 2 ml de acido
sulfurico (H2SOg4, 98 % V/V) y 2 ml de acido perclérico (HCIO4, 70 % V/V). Una vez
terminado el proceso de digestion se llevo a un volumen de 25 ml, utilizando agua deionizada.

Las muestras de alimento y heces fueron secadas a 100 °C y molidas en un molino a
martillo tipo Resch. Luego de obtener una submuestra de 500 mg de cada una, se procedio de
acuerdo a lo descripto para tejidos blandos.

Las muestras de hueso fueron desengrasadas con acetona, durante 48 hs, enjuagadas con
agua deionizada y llevadas a una mufla a 500 °C, durante 5 hs. De las cenizas obtenidas, se
pesaron 500 mg y se procedid a tratamiento acido y dilucion como se describio previamente.

Las muestras de lana fueron lavadas con una solucion de agua bidestilada y detergente
neutro. Luego de enjuagadas repetidas veces con agua deionizada, fueron secadas a 60°C.
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Una submuestra de 500 mg de cada una fue sometida a digestion acida y dilucién, para su
posterior analisis.

Para la determinacion de FA en plasma se utiliz6 el método colorimétrico cinético
propuesto por Wiener Laboratorios (Rosario, Argentina), que usa como reactivo al p-
nitrofenil fosfato. Para tal fin, se emple6 un Autoanalizador Technicom RA100, con lectura a
405 nm de longitud de onda. Los resultados fueron expresados en unidades internacionales
(UN/L.

El N total de alimento, heces y orina fue determinado por la técnica semi-micro Kjeldahl

(AOAC, 1990). Los resultados se expresaron en porcentaje, base MS, en los dos primeros
casos, y en pug/ml en el caso de la orina.
Analisis estadistico: Las variables concentracién de Zn, Cu y FA en plasma, hematocrito,
concentracion de hemoglobina en sangre y nimero de glébulos rojos, leucocitos y linfocitos
en sangre, fueron analizadas con el paquete estadistico SAS/STAT 9.1 (SAS, 2004),
utilizando un modelo mixto de mediciones repetidas, de acuerdo a Littell et al. (1998). Se
utilizé como término de error animal dentro de tratamiento. Se probaron distintas estructuras
de covarianza y la que present6 el mejor ajuste, de acuerdo al criterio de Akaike y al criterio
bayesiano de Schwartz, fue la estructura de covarianza autoregresiva de orden 1 para
varianzas homogéneas (AR1). EI modelo incluy6 tratamiento, tiempo y la interaccion
tratamiento x tiempo. Para el resto de los parametros se utilizé un analisis de varianza de una
via.

Foto I1.1. Disposicion de las jaulas de un grupo sobre un costado del galpon.



Foto 11.2. Detalle del frente de las jaulas con comedero y bebedero.
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Foto 11.3. El alimento se deposité en bidones de plastico, con una capacidad de 80 litros,
debidamente rotulados.

Resultados
a. Ganancia de peso, produccion y calidad de lana.

En ninglin momento del ensayo los animales mostraron signos clinicos de deficiencia de Zn.
La ganancia de peso de los dos grupos de corderos fue similar (Tabla 11.4 y Figura 11.1), y
estuvo influida por episodios de acidosis, con la consecuente disminucién del consumo, que
afectaron indistintamente a miembros de cualquiera de los dos grupos. Esto fue debido a que,
para conseguir niveles bajos de Zn en el alimento, debio recurrirse a ingredientes (como el
almidén en polvo) con una réapida tasa de degradacién ruminal. La inclusion de 3 % de
bicarbonato de sodio a la racion contribuyd al control de este problema so6lo en forma muy
parcial.
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La produccion de lana sucia fue un 37,4 % mas alta en el grupo suplementado con Zn
(Tabla 11.4). Sin embargo, no hubo diferencia en ninguno de los pardmetros de calidad de lana

evaluados (Tabla 11.5).

Figura 11.1. Evolucién del peso de los corderos de ambos grupos experimentales.
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Tabla I1.4. Ganancia de peso y produccion de lana sucia en ambos grupos (valores expresados

como promedio + DE).

Variable Grupo B Grupo Z P
Ganancia de peso (kg) 6,5+ 1,23 6,5+ 1,90 0,99
Produccion de lana sucia (g)* 15,94 + 2,42 21,90 + 1,46 <0,01
Xen un 4rea de 80 cm?.

Tabla I1.5. Calidad de la lana (valores expresados como promedio + DE).

Variable Grupo B Grupo Z P
Didmetro de fibras (u) 22,66 + 1,74 21,74 + 1,59 0,4090
Curvatura de ondulacién (grados/mm) 76,49 + 8,36 79,62 + 6,79 0,5343
Fibras con diametro >30 p (%) 9,78 +4,78 8,96 + 4,57 0,7886
Resistencia a la traccion (Newtons/Ktex) | 24,33 + 18,82 17,95 + 7,90 0,5042

b. Primer ensayo de balance.

La suplementacidn con Zn no tuvo efecto sobre la digestibilidad aparente de la MS (Tabla
I1.6). Sin embargo, la retencion de N fue mayor en el grupo Z (Tabla 11.7), lo que es explicado
integramente por el hecho de que este grupo tuvo una menor excrecion de N por orina, ya que
la digestibilidad aparente del N fue similar en ambos grupos.
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El grupo Z evidencid, como era esperable, una mayor retencion de Zn (en mg/dia) (Tabla
11.8). Por el contrario, la absorcion y la retencién porcentuales fueron mayores en el grupo B,
por la puesta en marcha de los fuertes mecanismos homeostaticos del Zn.

Aunque las diferencias numéricas no fueron grandes (52,8 % vs 46,8 %), hubo un efecto
estadisticamente significativo (P<0,01) de la adicion de Zn sobre la digestibilidad (o
absorcion) aparente del Cu (Tabla 11.9), mientras que la retencién porcentual de Cu también
tendio (P<0,10) a ser menor en el grupo Z.

Tabla 11.6. Digestibilidad aparente de la MS, primer ensayo (valores expresados como
promedio + DE).

Variable Grupo B Grupo Z P

Consumo de MS (g/d) 353,11 + 3,6 355,88 + 3,46 0,249
Excrecion de MS (g/d) 83,06 + 5,81 89,46 + 6,04 0,126
MS Aparentemente digerida (g/d) 270,14 + 4,68 266,42 + 6,34 0,323
Digestibilidad Aparente de la MS (%) 76,48 + 1,52 74,86 + 1,68 0,148

Tabla 11.7. Balance de N, primer ensayo (valores expresados como promedio + DE).

Variable Grupo B Grupo Z P
Consumo de N (g/d) 9,0396 + 0,0920 9,1105 + 0,0885 0,249
Excrecion de N en heces (g/d) 1,9456 + 0,1531 2,0536 + 0,316 0,511

N Aparentemente digerido (g/d) 7,0940 + 0,1982 7,0569 + 0,3402 0,839

Digestibilidad aparente del N (%) | 78,4714 + 1,7583 | 77,4535 + 3,4854 0,576

Excrecion de N en orina (g/d) 3,0616 + 0,3743 1,5256 + 0,8598 0,006
Retencion de N (g/d) 4,0324 +0,4988 5,5313 +1,1513 0,028
Retencion de N (%) 44,5671 +5,1053 | 60,6920 + 12,4707 0,028

Tabla 11.8. Balance de Zn, primer ensayo (valores expresados como promedio + DE).

Variable Grupo B Grupo Z P
Consumo de Zn (mg/d) 3,5311 + 0,036 14,2352 + 0,1383 --
Excrecion de Zn en heces (mg/d) 1,8496 + 0,4281 | 10,4816 + 0,4046 <0,001

Zn Aparentemente digerido (mg/d) 1,6815 + 0,4189 3,7536 + 0,5042 <0,001

Digestibilidad aparente del Zn (%) | 47,6448 + 12,0033 | 26,3487 + 3,3411 0,0051

Excrecidn de Zn en orina (mg/d) 0,0261 + 0,0192 0,040 + 0,0245 0,348

Retencidn de Zn (mg/d) 1,6554 + 0,4110 3,7136 + 0,5183 <0,001

Retencidn de Zn (%) 46,91 + 11,79 26,07 + 3,44 0,0053
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Tabla 11.9. Balance de Cu, primer ensayo (valores expresados como promedio + DE).

Variable Grupo B Grupo Z P

Consumo de Cu (mg/d) 3,56311 +0,0360 | 3,5588 + 0,0346 0,249
Excrecion de Cu en heces (mg/d) 1,6677 +0,0711 | 1,8932 +0,1371 0,011
Cu Aparentemente digerido (mg/d) | 1,8634 +0,0945 | 1,6656 +0,1578 0,0429
Digestibilidad Aparente del Cu (%) | 52,7579 + 2,3029 | 46,7837 + 4,1539 0,0027
Excrecion de Cu en orina (mg/d) 0,0958 + 0,0440 | 0,0603 + 0,0292 0,171
Retencién de Cu (mg/d) 1,7676 +0,1135 | 1,6053 +0,1836 0,131
Retencién de Cu (%) 50,04 + 2,85 45,08 + 4,87 0,085

c. Segundo ensayo de balance.

Al igual que en primer ensayo de balance, no hubo efecto de la suplementacion con Zn
sobre la digestibilidad aparente de la MS (Tabla 11.10). La retencion de N tendié a ser mayor
en el grupo Z (Tabla I1.11). También la retencién de Zn fue mayor en el grupo Z, mientras
que la absorcion y la retencion porcentuales fueron mayores en el grupo B (Tabla 11.12). Sin
embargo, los efectos sobre la retencion de Cu no se repitieron en el segundo ensayo de

balance (Tabla 11.13).

Tabla 11.10. Digestibilidad aparente de la MS, segundo ensayo (valores expresados como

promedio + DE).

Variable Grupo B Grupo Z P

Consumo de MS (g/d) 242,36 + 2,52 243,24 +1,79 0,5418
Excrecion de MS (g/d) 60,86 + 11,77 68,66 + 6,41 0,230
MS Aparentemente digerida (g/d) 181,50 + 12,23 174,59 + 6,44 0,2959
Digestibilidad aparente de la MS (%) 74,88 + 4,86 71,78 + 2,62 0,2437

Tabla 11.11. Balance de N, segundo ensayo (valores expresados como promedio + DE).

Variable Grupo B Grupo Z P

Consumo de N (g/d) 6,2044 + 0,0645 6,2269 + 0,0457 0,5419
Excrecidn de N en heces (g/d) 0,9702 + 0,2303 0,9173 + 0,1524 0,5111
N Aparentemente digerido (g/d) 5,2342 + 0,2800 5,3096 + 0,1709 0,6209
Digestibilidad aparente del N (%) 84,34 + 3,85 85,26 + 2,47 0,6631
Excrecion de N en orina (g/d) 2,0829 + 0,5569 1,4601 + 0,3752 0,0714
Retencion de N (g/d) 3,1514 + 0,6434 3,8496 + 0,3705 0,0686
Retencion de N (%) 50,73 + 9,87 61,83 + 6,01 0,0581




Tabla 11.12. Balance de Zn, segundo ensayo (valores expresados como promedio + DE).

Variable Grupo B Grupo Z P

Consumo de Zn (mg/d) 2,4236 +0,0252 | 9,7296 + 0,0714 < 0,001
Excrecidn de Zn en heces (mg/d) 0,5840 + 0,1345 | 6,6905 + 1,0109 <0,001
Zn Aparentemente digerido (mg/d) | 1,8396 + 0,1266 | 3,0391 + 1,0706 0,0377
Digestibilidad aparente del Zn (%) 75,92 + 5,45 31,18 + 10,84 <0,001
Excrecion de Zn en orina (mg/d) 0,1788 + 00,0886 | 0,1831 +0,0828 0,9380
Retencion de Zn (mg/d) 1,6609 + 0,2005 | 2,8560 + 1,0398 0,0356
Retencion de Zn (%) 68,56 + 8,51 28,30 + 10,54 <0,001

Tabla 11.13. Balance de Cu, segundo ensayo (valores expresados como promedio + DE).

Variable Grupo B Grupo Z P

Consumo de Cu (mg/d) 2,4236 + 00,0252 | 2,4324 +0,0179 0,5417
Excrecion de Cu en heces (mg/d) 0,7412 + 0,1264 | 0,6429 +0,0710 0,1678
Cu Aparentemente digerido (mg/d) | 1,6824 +0,1488 | 1,7896 + 0,0781 0,1919
Digestibilidad aparente del Cu (%) 69,38 + 5,44 73,57 + 2,97 0,1695
Excrecion de Cu en orina (mg/d) 0,0783 + 0,0427 | 0,0530 + 0,0162 0,2512
Retencion de Cu (mg/d) 1,6042 +0,1673 | 1,7366 + 0,0788 0,1481
Retencion de Cu (%) 66,15 + 6,29 71,39+ 3,11 0,1336

d. Niveles de Zn, Cu y fosfatasa alcalina en plasma. Parametros hematolégicos.

El nivel promedio de Zn en plasma (Figura 11.2) fue significativamente mayor en el Grupo Z
(0,68 pg/ml) que en el grupo B (0,40 ug/ml), atn cuando en el modelo se incluyeron los
valores iniciales (medicion 0). Hubo efectos muy significativos (P<0,01) de tratamiento,
tiempo e interaccion tratamiento x tiempo. Cuando se analizd cada una de las mediciones
separadamente, las diferencias entre grupos también fueron muy significativas (P<0,01).

Sin embargo, la suplementacién con Zn no tuvo efecto sobre los niveles de FA en plasma
(Figura 11.4). Los niveles de Cu plasmatico fueron afectados por la suplementacion por Zn,
pero solo en la Gltima medicién (Figura 11.3).

Los parametros hematoldgicos medidos (hematocrito, numero de globulos rojos,
concentracion de hemoglobina, nimero de leucocitos y linfocitos en sangre, Figuras 1.5, 11.6,
11.7, 11.8 y 11.9) no fueron modificados por la suplementacion con Zn.



Figura 11.2. Evolucidon del Zn plasmatico en los corderos de ambos grupos experimentales.

0,9
0,8 I -8B
0,7 T T A -7
N /Tﬁc
zos [ 8] T
20 NS b
B/ y \ _ . =
20,4 [ I
\(©
£0,3 |
g \/I
20,2
N
0,1
0
0 30 60 90 120 .o 150

Efectos: Tratamiento: p<0,01, Tiempo: p<0,01; Tratamiento x Tiempo: p<0,01.

Figura I1.3. Evolucion del Cu plasmatico en los corderos de ambos grupos experimentales.
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Figura 11.4. Evolucion de los niveles de fosfatasa alcalina en los corderos de ambos grupos
experimentales.

Figura I1.5. Evolucion del hematocrito en los corderos de ambos grupos experimentales.
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Figura 11.6. Evolucion del nimero de glébulos rojos en sangre de los corderos de ambos
grupos experimentales.

Glébulos rojos (miles/mm3)

14000

13000

12000

11000

10000

9000

8000

7000

6000

NS
I\\\\\\\\\\‘ —o—B
NS NS
e~y —K
. I INNC
NS
60 90 120 150

Efectos: Tratamiento: NS, Tiempo: p<0,05, Tratamiento x Tiempo: NS.

Dias

Figura 11.7. Evolucion de la concentracién de hemoglobina en sangre en los corderos de
ambos grupos experimentales.
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Figura 11.8. Evolucion de la concentracion del nimero de leucocitos en sangre en los corderos

de ambos grupos experimentales.
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Figura 11.9. Evolucion del namero de linfocitos en sangre en los corderos de ambos grupos

experimentales.
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e) Concentracion de minerales en 6rganos:

Como se observa en el Tabla 11.14, la deficiencia de Zn disminuyd los niveles de Zn,
alrededor de un 30 %, en ambos huesos muestreados y tendié a disminuirlos en higado, en
una proporcion menor (10 %).

Por otro lado, la deficiencia de Zn incremento la concentracion de Cu en higado y en lana
(Tabla 11.15). Contrariamente, tendié a disminuir la concentracion de Cu en pancreas, aunque
la diferencia numérica fue muy pequefa.

Tabla 11.14. Concentracion de Zn en 6rganos (valores expresados como promedio + DE).

Organo Grupo B Grupo Z P

Musculo semimembranoso 67,6 + 6,95 74,4 +5,13 0,12
Mdsculo supraescapular 96,7 + 23,1 91,4+ 27,14 0,75
Mdsculo longissimus dorsi 66,0 + 7,48 64,2 + 5,36 0,67
Rifidn 84,0+ 4,0 85,2 +13,2 0,85
Pulmon 72,6 +2,61 79,0 + 16,78 0,42
Higado 89,3 + 8,53 102,2 + 11,78 0,08
Testiculo 69,2 + 5,63 65,0 + 7,25 0,33
Pancreas 71,4 + 10,67 69,2 + 14,88 0,79
Metacarpo 62,2+ 12,4 91,34+ 11,7 0,005
Metatarso 62,6 + 16,8 90,54 + 8,25 0,01
Lana 84,80 + 11,48 104,20 + 36,05 0,28

Tabla I1.15. Concentracién de Cu en érganos (valores expresados como promedio + DE).

Organo Grupo B Grupo Z P

Musculo semimembranoso 4,78 +1,04 7,38 + 3,49 0,15
Musculo supraescapular 6,54 + 1,68 8,34 + 4,47 0,42
Musculo longissimus dorsi 6,70 + 2,08 5,28 + 2,94 0,40
Rifion 13,94 + 0,89 15,24 + 3,44 0,44
Pulmon 17,64 + 8,60 14,3 + 5,20 0,48
Higado 227,8 + 38,36 132,1 + 61,86 0,02
Testiculo 8,12 + 1,84 7,74 + 2,60 0,80
Pancreas 6,64 +1,14 8,44 +1,59 0,07
Metacarpo 5,94 + 0,89 534 +1,88 0,54
Metatarso 5,29 + 0,93 4,88 + 0,95 0,51
Lana 9,26 + 1,30 6,54 + 0,94 0,005
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f) Histopatologia:

En el Anexo del Capitulo Il se presentan las imagenes de los principales hallazgos a nivel de
los distintos tejidos. Los cambios més relevantes a nivel histopatologico posiblemente
relacionados con la deficiencia de Zn fueron hallados en es6fago, lengua y rumen.

Cuando se realizé la comparacién con el grupo Z, dos individuos del grupo B presentaron el
epitelio del eséfago hiperplasico, con un engrosamiento de grado moderado y con un
incremento en el nimero de células que llego, en algunos sitios al 30 % (Fotos 11.4 y 11.5).

Solo en un individuo del grupo B se observd algun grado de queratinizacion defectuosa en
el epitelio de lengua, lo que puede describirse como hiperqueratosis, y exclusivamente en la
region dorsal de la misma (Fotos 11.6 y 11.7).

En los preparados histoldgicos de epitelio de rumen del grupo B se observé un
engrosamiento del estrato corneo de las papilas, en dos individuos del grupo B, a expensas de
una mayor cantidad de células vacuoladas, también Ilamadas globosas (Fotos 11.8 y 11.9).

No se presentaron diferencias histoldgicas entre los grupos en piel, testiculo, pancreas y
epitelio de vejiga.

En huesos metacarpiano y metatarsiano no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas entre las superficies de los cartilagos de crecimiento de ambos grupos (Tabla
11.16), asi como tampoco diferencias apreciables a nivel histologico.

Tabla 11.16. Superficie de cartilago de crecimiento de metacarpo y metatarso (en p?). Valores
expresados como promedio + DE.

Hueso Grupo B Grupo Z P

Metacarpo 24,9424 + 3.755,4 28.306,8 + 10.304,8 0,51

Metatarso 20.742,0 + 3.922,2 25.266,0 + 7.886,4 0,28
Discusion

Miller et al. (1963) alimentaron a terneros durante 29 semanas con una dieta experimental
que contenia 9,8 ppm de Zn sin encontrar signos clinicos de la deficiencia, lo cual es
comparable con nuestro trabajo, en el cual la dieta Basal contenia 10 ppm. En el mismo
sentido, y de acuerdo a los resultados de Ott et al. (1964) con corderos, se deben conseguir
niveles menores de Zn en alimento para la aparicion de dichos signos.

White et al. (1994), trabajando con corderos, hallaron que los grupos alimentados con 17 y
27 ppm de Zn, tenian una superior produccién de lana sucia que el grupo que recibia 10 ppm
de Zn, y también que el grupo con deficiencia clinica (con 4 ppm de Zn). En nuestro ensayo,
los resultados de la suplementacion son coincidentes, corroborando que los niveles usados son
compatibles con un modelo de deficiencia subclinica de Zn, en el que esta afectada
significativamente la produccion.

Tambien en forma coincidente con nuestro estudio, White et al. (1994) no hallaron
diferencias entre las ganancias de peso de los grupos que recibian 10, 17 y 27 ppm de Zn,
demostrando que éste es un pardmetro menos sensible que la produccion de lana, o ciertos
indicadores bioquimicos (como la concentracion sérica de Zn), frente a la deficiencia del
mineral. En un ensayo realizado con anterioridad (Ott et al., 1965b), niveles de 18 ppm de Zn
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en la dieta experimental de los corderos no maximizaron los parametros consumo de
alimento, ganancia de peso y Zn sérico, pero las diferencias en los dos primeros pardmetros
fueron pequefias con respecto al grupo inmediato superior (33 ppm de Zn).

La suplementacion con Zn no afectd la digestibilidad de la MS, pero mejoro la retencion de
N. Estos resultados tienen relacion con el importante rol del Zn en la sintesis de proteinas, y
concuerdan también con los de Somers y Underwood (1969), aunque estos investigadores
trabajaron con un grupo deficiente con niveles dietarios mas bajos (2,4 ppm de Zn), que
expreso signos clinicos de la deficiencia, y un grupo suplementado pareado por consumo. Si
bien, de acuerdo a nuestro ensayo, 10 ppm de Zn no parecen maximizar la retencion de N, los
requerimientos de Zn de corderos en crecimiento, al menos considerando esta variable, no
parecen estar mucho mas alla de 15 o0 20 ppm, ya que Kegley y Spears (1994) no encontraron
ningin efecto cuando adicionaron Zn en dietas a base de heno de festuca (Festuca
arundinacea) o de pasto ovillo (Dactylis glomerata) que estaban en este rango de
concentraciones.

La eficiencia de retencion y la digestibilidad aparente del Zn fueron mayores en el grupo B,
lo que demuestra la puesta en marcha de los mecanismos homeostaticos, relacionados con un
incremento en la eficiencia de absorcion y una disminucién de la excrecion fecal enddgena
del mineral, ya que la excrecion urinaria no tiene, en este sentido, un rol importante. Estos
mecanismos han sido ampliamente demostrados en monogastricos (Fairweather-Tait y
Hurrell, 1996; King et al., 2000) y en rumiantes (Miller, 1969). Los resultados de absorcion
aparente de Zn (47,6 % vs 26,3%) hallados en el primer ensayo de balance son comparables
con los valores de absorcion neta informados por Neathery et al. (1973) y por Stake et al.
(1975) en vacas lecheras, y con los valores de absorcién aparente hallados por Kirchgessner et
al. (1978). En este trabajo, cuando vacas lecheras en produccion fueron pasadas de una dieta
normal a una deficiente (6 ppm de Zn) la absorcion aparente aumentd del 22 al 51 % al
término de una semana, y luego siguié aumentando hasta alcanzar el 66 % a la sexta semana.
En nuestro segundo ensayo de balance, la retencion porcentual de Zn en el grupo B fue
superior a la del primer ensayo de balance (68,56 %), lo cual puede obedecer a que el
consumo de Zn fue sustancialmente menor.

En nuestro trabajo, la suplementacion con Zn incrementd la retencion absoluta de Zn en
ambos ensayos de balance. Kegley y Spears (1994) también hallaron similares resultados en
corderos, aun cuando los alimentaron con una dieta natural a base de heno de pasto ovillo
(Dactylis glomerata). Este forraje contenia una concentracién de Zn de 21,4 ppm y se
adicionaron 30 mg de Zn/dia (un equivalente a 27,5 ppm de la dieta total). Esto sugiere que
dietas con 10 ppm de Zn estan lejos de maximizar la retencidn de Zn en corderos y que dicha
variable resultaria interesante para implementar ensayos de BDR con dosis crecientes de Zn
en alimento. Por otro lado, los resultados de retencion absoluta de Zn de los grupos B en
ambos ensayos de balance son muy similares, ain cuando los consumos de Zn de los animales
fueron diferentes, lo cual pone de manifiesto, nuevamente, la adaptacion homeostatica del
organismo frente a la deficiencia de Zn.

Aln cuando elevadas cantidades de Zn pueden antagonizar la absorcion de Cu, aun es
discutido cudl es el maximo nivel tolerable de Zn en las dietas de los rumiantes. Niveles de
suplementacion dentro de los rangos encontrados en forrajes no parecen afectar la proporcion
de Cu absorbido y retenido en ovinos (Kegley y Spears, 1994). En nuestro trabajo, en el
primer ensayo de balance, la suplementacion con Zn disminuyo la absorcion aparente de Cu y
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tendio a disminuir la retencion del mismo. Este efecto antagonico, aunque pequefio, podria
haberse manifestado debido a los bajos niveles de otros antagonistas del Cu (molibdeno,
hierro y azufre), cuya importancia es mucho mayor en situaciones de alimentacion pastoril.
Los resultados no se repitieron en el segundo ensayo de balance y las diferencias en cuanto a
la absorcion y la retencion de Cu no fueron estadisticamente significativas.

El descenso tardio de los niveles de Cu plasmatico en el grupo Z podria suponer el efecto de
una posible deplecion progresiva de las reservas hepaticas de Cu, lo que se relaciona con los
menores niveles hallados al finalizar el ensayo en este grupo con respecto al grupo B
(alrededor de la mitad de los del grupo Z) y también con la menor concentracion de Cu en
lana en el grupo B. Sin embargo, de acuerdo a la bibliografia (Underwood y Suttle, 1999), la
concentracion de Cu en higado esta por encima de la indicativa de una deficiencia del mineral
y no deberia haberse reflejado, por lo tanto, en un descenso de la cupremia.

Existen dos trabajos en la bibliografia que parecen reforzar la importancia de nuestros
hallazgos. En cerdos, Hill et al. (1983) encontraron que la adicion de tan sélo 50 ppm de Zn
fue suficiente para disminuir los niveles de Cu hepatico de 17 a 10 pg/g de tejido fresco. En
un ensayo similar al nuestro (White et al., 1994), la adicion de Zn a una dieta basal que
contenia 4 ppm de Zn disminuyd linealmente la concentracion de Cu en lana. Sin embargo,
estos autores no midieron Cu hepético o sérico.

Nuestros resultados confirman que el Zn plasmético (o sérico) es un indicador precoz y
sensible de deficiencia de Zn, y revelan una relacion logica con los resultados de ambos
ensayos de balance de Zn. Por otro lado, los niveles plasmaticos de Zn del Grupo B muestran
una tendencia lineal decreciente, a medida que progresa la deplecion.

Aln cuando en deficiencias severas de Zn, en animales en crecimiento, la concentracion
tisular puede disminuir finalmente en varios érganos, los mayores cambios se observan en
hueso y, en segundo lugar, en higado (Giuliano y Millward, 1984), siguiendo una tendencia
similar en deficiencias marginales (Zhou et al., 1993), como la de nuestro ensayo, en el que el
Zn éseo disminuyo alrededor de un 30 % y el Zn hepatico sélo un 10 %.

Nuestro trabajo no puede discriminar si la menor concentraciéon final de Zn 6seo en el
Grupo B es el resultado de un incremento en la resorcién, una disminucion en la deposicion o
ambas simultaneamente. Las investigaciones realizadas con ratas adultas prefiadas demuestran
que la deficiencia de Zn resulta en una movilizacion tisular de Zn hacia los fetos, pero el
hueso no parece jugar un rol especifico frente a otros tejidos, por ejemplo el masculo (Masters
et al., 1988), y que la pequefia movilizacion de Zn éseo no es suficiente para prevenir los
efectos teratogénicos propios de la deficiencia del mineral (Hurley y Swenerton, 1971). Zhou
et al. (1993) hallaron que entre un 10 y un 20 % del pool dseo de Zn puede ser liberado frente
a una deficiencia marginal de Zn en ratas jovenes en crecimiento, a diferencia de lo que
sucedia con el Zn hepéatico y muscular. Lo que resulta aln mas interesante, en lechones
alimentados con una dieta deficiente en Zn (4 ppm) a los que se les realizaron biopsias
semanales de hueso, la concentracion de Zn dseo disminuyd paulatinamente durante las 5
semanas del ensayo (Bobilya et al., 1994). En nuestro ensayo, los hallazgos referidos a las
concentraciones de Zn en tejidos al momento de la faena, parecen confirmar, entonces, el rol
central del hueso dentro de los mecanismos homeostéaticos frente a una deficiencia de Zn en
rumiantes jovenes. Por lo demas, permiten sospechar la existencia de un movimiento del Zn
corporal desde un pool no esencial (hueso) o de reserva (higado) para sostener un pool
esencial de Zn, conforme a lo propuesto por los modelos multicompartimentales basados en
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estudios con is6topos no radioactivos en humanos (Fairwather-Tait et al., 1993; Miller et al.,
1994; Swinkels et al., 1994).

En nuestro ensayo, la concentracion de Zn en lana fue numéricamente menor en el Grupo B,
pero probablemente el alto coeficiente de variacion y el bajo nimero de animales llevaron a
que esa diferencia no fuera significativa. En el ensayo de White et al. (1994) se encontraron
diferencias en esta variable entre los grupos deficiente (4 ppm) y suplementados, pero no
entre los corderos alimentados con 10, 17 y 27 ppm de Zn en la dieta, lo cual coincide con
nuestros hallazgos en el sentido de que el Zn en lana es un indicador menos sensible que el Zn
plasmatico.

Miller et al. (1965), Adeniyi y Heaton (1980) y Spears (1989) informaron de respuestas
significativas a la suplementacion con Zn sobre los niveles de FA, trabajando con terneros,
ratas y corderos, respectivamente. La falta de efectos, en nuestro ensayo, de la suplementacion
con Zn sobre dicha enzima puede parcialmente explicarse debido a su falta de especificidad,
ya que, por un lado, este parametro implica la medicién de la actividad fosfatasa total del
plasma, sin considerar su origen, y, por otro lado, puede responder a otros factores diferentes
al Zn. Ademas de ello, la actividad de FA siempre fue afectada por un importante coeficiente
de variacion entre individuos. La basqueda de biomarcadores del status de Zn, y
especificamente de enzimas Zn dependientes, sigue siendo un campo de activa investigacion
(Hambidge, 2003).

En informes de deficiencias de Zn naturalmente halladas en bovinos (Al-Saad et al., 2011) y
ovinos (Al-Saad et al., 2010) se hallé una disminucion en el hematocrito, la concentracion de
hemoglobina y el nimero de glébulos rojos. Miller et al. (1965b) también encontraron, en un
ensayo con terneros Holstein, que el grupo deficiente (con severas lesiones paraqueratosicas y
gran retraso del crecimiento) tenia niveles de hemoglobina menores que el grupo pareado por
consumo. Otros autores también sefialaron resultados similares en cerdos (Hoefer et al., 1960;
Miller et al., 1968), pero estos ensayos no tenian un grupo control pareado por consumo, de
manera que, al menos en parte, los efectos sobre parametros hematologicos pueden ser
atribuidos a una disminucién en el consumo de alimento. Si bien este tipo de pardmetros
puede estar mas directamente relacionado con una deficiencia de Fe, también podria
vincularse con una deficiencia de Zn debido a los efectos generales sobre la sintesis de
proteinas y otros efectos metabolicos. En nuestro ensayo, luego de 5 meses de deplecién, no
hubo diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los tres indicadores arriba
mencionados, entre los grupos B y Z, lo que sugiere que son relativamente poco sensibles o
bien requieren un tiempo mayor de deplecion.

En ningln caso, los cambios a nivel histopatoldgico hallados en animales del grupo B
fueron comparables a los informados por distintos investigadores que trabajaron con niveles
dietarios de Zn mas bajos y que causaron signos clinicos marcados. Por ejemplo, los trabajos
de Barney et al. (1964), Diamond et al. (1971) y Mutch y Harley (1974) con ratas sefialan
defectos mucho mas manifiestos en epitelio esoféagico, aunque no pudieron hallarse estudios
comparativos en ovinos. En el ensayo de Barney et al. (1968), 11 de 18 animales deficientes
en Zn, mostraron extensas zonas engrosadas en epitelio esofagico, cuyo nimero de células
duplicaba al hallado en los animales suplementados.

La bibliografia es muy escasa en lo referente a los efectos de la deficiencia de Zn sobre el
epitelio lingual, pero los trabajos realizados por Mann et al. (1974) en ovinos, Barney et al.
(1967) en monos titi y Joseph et al. (1981) en conejos sefialan como un hallazgo prominente
los defectos en la queratinizacion de este epitelio. La severidad y la frecuencia del hallazgo de
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estos defectos en los ovinos de nuestro ensayo es, evidentemente, mucho menor que la
informada por estos investigadores.

Existen algunos trabajos (Miller y Miller, 1960; Kroneman et al., 1975) que asocian la
deficiencia de Zn en rumiantes con lesiones en epitelio ruminal identificadas por los autores
como paraqueratosis. Sin embargo, la descripcion es muy pobre y es notoria la ausencia de
imagenes de las mismas. Ott et al. (1964), en corderos que presentaron una deficiencia clinica
de Zn y severas lesiones de paragueratosis en piel, no hallaron ninguna anormalidad en
epitelio de preestdmagos. Trabajos antiguos también describian como paraqueratosis ruminal
a lesiones inducidas por acidosis ruminal (Bull et al., 1965). En base a la literatura actual, aun
no existe acuerdo en cuanto a una descripcion diferenciada y clara de las lesiones provocadas
por una deficiencia de Zn y aquellas provocadas por la acidosis ruminal subaguda. Por
ejemplo, Steele et al. (2009) describen como paraqueratosis ruminal, es decir, una excesiva
proliferacion celular y una diferenciacion celular aberrante en el epitelio escamoso
estratificado del rumen, con queratinocitos indiferenciados en el estrato corneo, a los
hallazgos histopatoldgicos inducidos durante un proceso de adaptacion acelerada a dietas de
alto contenido en granos. Los mismos autores, en otro trabajo (Steele et al., 2012) prefieren
describir como hiperqueratosis (un engrosamiento de la capa cornea del epitelio ruminal,
explicado por un incremento en las capas de células corneas globosas y transllcidas) a las
lesiones provocadas en corderos por la adaptacion a dietas altas en granos, y, probablemente,
sea ésta la opcion méas acertada. De todas maneras, muchos procesos de acidosis ruminal son
acompariados por fendmenos inflamatorios (ruminitis), que ayudan a diferenciar mas
claramente el cuadro (Nagaraja y Titgemeyer, 2007). Por otro lado, la cantidad de células
globosas en la capa cornea puede tener relacion con el tipo de forraje utilizado. En el trabajo
de Neiva et al. (2006) con ovinos que comieron 4 diferentes tipos de dieta, pudo observarse
una menor cantidad de este tipo de células cuando los animales se alimentaron con mayor
cantidad de forraje grosero. Bacha y Bacha (2001), presentan como normal una cantidad
variable de células globosas queratinizadas en el epitelio ruminal. A la luz de lo anteriormente
citado, no puede sostenerse una relacion logica entre los hallazgos de nuestro ensayo y la
deficiencia de Zn, y, si esta ultima actia como factor predisponente para algunas alteraciones
asociadas con la acidosis ruminal, puede ser un tema objeto de posteriores investigaciones.

Las tipicas lesiones paraqueratdsicas de piel encontradas en animales con deficiencias
clinicas de Zn, como por ejemplo las informadas por Ott et al. (1964) y por Norrdin et al.
(1973), no pudieron hallarse en ningin animal de nuestro ensayo. Tampoco se hallaron
cambios mas sutiles, a nivel de foliculos lanosos, como los informados por White et al.
(1994).

Conclusiones

Tomados en su conjunto, y a pesar de la ausencia de lesiones macroscopicas notorias, los
resultados de este ensayo demuestran consistentemente la validez del modelo de deficiencia
de Zn. Varios indicadores pueden ser utilizados en ensayos de BDR: crecimiento de lana,
concentracion seérica y tisular de Zn, y balance de Zn. Las variables hematoldgicas medidas y
las modificaciones histoldgicas en epitelios y 6rganos glandulares no parecen promisorias
para dicho tipo de ensayos.



Anexo del Capitulo 11

Foto 11.4. Es6fago grupo Z (H-E, 100x).

Foto 11.5. Es6fago grupo B (H-E, 100x).
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Foto 11.6. Lengua grupo Z (H-E, 100x).

Foto I1.7. Lengua grupo B (H-E, 100x).
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Foto 11.8. Rumen grupo Z (H-E, 100x).

Foto 11.9. Rumen grupo B (H-E, 100x).
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Capitulo lll: Biodisponibilidad relativa del zinc a partir de un
complejo aminoacidos-Zn con respecto a la fuente patron (sulfato
de Zn) en corderos

Introduccion

1) Esencialidad

Aunque Birckner (1919) habia sugerido que el Zn podria ser un nutriente requerido por los
animales superiores, las pruebas inequivocas de que el Zn es un nutriente esencial para los
mismos fue obtenida, por primera vez, por Todd et al. (1934), en ratas. Sin embargo, su
importancia préctica para los animales de granja no fue reconocida hasta 1955, a partir de los
trabajos de Tucker y Salmon, realizados en cerdos. En la actualidad, la deficiencia de Zn
continGa siendo importante, tanto en produccion vegetal como en produccién animal,
especialmente en paises en vias de desarrollo (Nielsen, 2012), asi como también en salud
humana (Prasad, 2013; Sandstead, 2013).

La deficiencia de Zn ha sido producida en bovinos, bajo situaciones experimentales y
utilizando dietas semisintéticas (Miller y Miller, 1960; Miller y Miller, 1962; Miller et al.,
1965b; Ott et al., 1965b). Los informes de casos de deficiencia clinica de zinc en bovinos bajo
pastoreo son relativamente escasos. El primero de ellos fue realizado por Legg y Sears (1960)
en la Guyana Britanica. Posteriormente, Dynna y Havre (1963) informaron también casos en
Noruega, y Spais y Papasteriadis (1974) en Grecia.

La deficiencia experimental de Zn fue descripta por primera vez en ovinos por Ott et al.
(1964) y en caprinos por Miller et al. (1964). También existen informes de casos de
deficiencia clinica de Zn ocurridos naturalmente en ovinos (Pierson, 1966) y en caprinos
(McDowell, 1992).

2) Funciones

El Zn cumple un importante rol en el organismo en relacion con la actividad de mas de 300
metaloenzimas, entre las que se citan: anhidrasa carbonica, glutdmico deshidrogenasa, D-
gliceralcehido 3-fostafo deshidrogenasa, alfa-manosidasa, fructosa 1-6 difosfatasa, alcohol
deshidrogenasa, FA, carboxipeptidasa, aminolevulinico deshidratasa, retinaldehido reductasa,
ADN y ARN polimerasas, timidina quinasa, Cu-Zn superoxido dismutasa y leucotrieno Ay
hidrolasa (Underwood y Suttle, 1999; McCall et al., 2000; Suttle, 2010; Maret, 2013). Por
otro lado, se han identificado un ndmero ain mayor de Zn proteinas en las que el metal
cumple un fin estructural (por ejemplo, en los motivos “dedos de Zn”). Estas Zn proteinas
estan involucradas en la diferenciacion y proliferacion celular, en la transduccion de sefiales,
la adhesion celular y en la transcripcion del ADN (King, 2011).

Se reconoce, ademas, su papel como antioxidante (Powell, 2000; Prasad, 2014), en la
estabilidad de la membrana plasmatica (O’Dell, 2000) y en la regulacion de la expresion
génica (Cousins et al., 2003; Jackson et al., 2008). De alli su vital papel en el metabolismo de
los hidratos de carbono, de las proteinas y de los acidos nucleicos, en la division celular, la
reproduccion, el funcionamiento del sistema inmunoldgico, el metabolismo de la vitamina A,
el control de los radicales libres, etc.
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3) Deficiencia

Las lesiones caracteristicas de la piel, a nivel histoldgico, son para e hiperqueratosis
(Norrdin, et al., 1973; Mills, 1978) y dermatitis, especialmente en patas, morro, orejas y
alrededor de los ojos (Ott et al., 1965a). También se han descripto disminucién del
crecimiento del hueso endocondral y periostial y del cartilago epifisario, disminucion del
porcentaje de cenizas del hueso (Norrdin et al., 1973), hiperplasia epitelial irregular, con
espesamiento del estrato corneo en la mucosa de la boca, ausencia de linfocitos T en timo,
linfonddulos y bazo (Sanecki et al., 1985), hipertrofia e hiperqueratosis de la mucosa del
esofago (Miller y Miller, 1960; Whitenack et al., 1978).

Los signos clinicos de la deficiencia de Zn son: disminucion del consumo de alimentos,
retardo o cesacion del crecimiento, piel engrosada, escamosa y agrietada, pérdida de pelo y
lana, fallas reproductivas en machos y hembras, anormalidades esqueléticas, dificultosa
reparacion de heridas, etc. (Mills, 1978; Underwood, 1981; Suttle, 2010).

La disminucion o cese del crecimiento causada por la deficiencia de Zn es debida a un
menor consumo de alimento, pero también, en parte, a una menor eficiencia de conversién
alimenticia (Underwood, 1981). Sommers y Underwood (1969) hallaron una mayor excrecion
urinaria de N en los corderos deficientes en comparacion con los controles pareados por
consumo, lo que indica una modificacion en el metabolismo de las proteinas. Similares
resultados en crecimiento y conversion alimenticia son citados por Miller et al. (1968) en
lechones.

Una deficiencia moderada de Zn, caracterizada por menor produccion de carne, leche o
lana, disminucion de la resistencia a infecciones y fertilidad subnormal puede estar méas
ampliamente distribuida de lo que se pensaba en un principio (Underwood, 1981). En nuestro
pais, algunos datos de relevamiento asi lo parecen indicar (Ruksan, 1985). Nuestro grupo de
investigacion, en un trabajo de relevamiento realizado en el norte de La Pampa (Pechin et al.,
1995), encontr6 que el contenido promedio de Zn en los pastos en otofio, invierno, primavera
y verano era 39,3, 29,0, 20,9 y 27,0 ppm (base Materia Seca). El 53 y el 25% de las muestras
en primavera y verano, respectivamente, contenian menos de 20 ppm de Zn. Los
requerimientos del mineral de los bovinos para carne fueron fijados en 30 ppm por el NRC
(1996), con un rango entre 20 y 40 ppm, en 40-50 ppm para vacas lecheras (NRC, 2001) y
entre 20 y 33 ppm para ovinos (NRC, 2007).

La concentracion de Zn en suero o plasma es el indicador de deficiencia mas ampliamente
usado, tanto en humanos (Wieringa et al., 2015) como en animales (Suttle, 2010), pero su
especificidad es criticada cuando se considera con criterio diagndstico. Los niveles normales
en animales domésticos estan entre 0,8 y 1,2 ug/ml, pero la variabilidad individual puede ser
alta y otros factores, ademas de los niveles de Zn dietario, afectan las concentraciones de Zn
sérico (Underwood, 1981), por ejemplo, la edad o las demandas metabdlicas. En referencia a
esto, animales jovenes de réapido crecimiento o vacas lactantes sufren répidos cambios
plasmaticos cuando consumen dietas bajas en Zn. Pero, por otro lado, las infecciones, la
endotoxemia, el ejercicio extenuante y el estrés térmico, entre otros, pueden producir una
redistribucion metabdlica y la disminucion de los valores de Zn en suero (Mills, 1978; Orr et
al., 1990; King, 2011), complicando la interpretacion de los datos. En condiciones
experimentales, por lo tanto, es necesario estandarizar el momento de muestreo y tratar de
evitar factores de variacion. McDowell (1992) sostiene que, en rumiantes, valores de Zn
plasmatico por debajo de 0,6 pug/ml pueden considerarse como deficientes, entre 0,6 y 0,8
como marginales y entre 0,8 y 1,2 pg/ml como normales, pero que estas mediciones deberian
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combinarse con la determinacion del Zn en forrajes, en el caso de estudios de relevamiento.
Por otro lado, Suttle (2010) plantea algunas diferencias y fija la banda marginal de deficiencia
entre 0,40 y 0,60 pg/ml. Generalmente, el tiempo para producir la deplecion del mineral en
rumiantes es corto (una o dos semanas) cuando se utilizan dietas experimentales muy bajas en
Zn (entre 3 y 4 ppm). Sin embargo, con dietas que contienen niveles mayores, se necesita un
periodo mas prolongado. Por ejemplo, White et al. (1994) informaron que a los 89 dias de
experimentacion, los corderos alimentados con una dieta que contenia 10 ppm de Zn, tenian
niveles séricos del mineral un poco por encima de 0,40 pg/ml, pero la produccién de lana era
menor que en los grupos alimentados con mayores concentraciones de Zn.

Se han identificado varias metaloenzimas Zn dependientes, pero la mayoria de ellas cambia
solo ligeramente en una deficiencia de Zn (Baker y Ammerman, 1995). Sin embargo, la FA
sérica disminuye notablemente en la deficiencia de Zn (Miller et al., 1965b) y, a juzgar por los
resultados de Spears (1989) en bovinos, parece comportarse mejor que el Zn plasmatico. La
actividad de esta enzima decae en respuesta a la deficiencia de Zn, pero en condiciones
practicas esta sujeta a importantes fluctuaciones e influencias distintas a las del status de Zn,
de manera que es dificil establecer rangos razonables que respondan a una adecuada provision
de Zn (Kirchgessner et al., 1993).

Un excelente criterio practico para el diagndstico de la deficiencia de Zn es la respuesta al
tratamiento, en referencia al consumo de alimento, crecimiento y problemas especificos
relacionados con esta deficiencia (Miller, 1970; White, 1992).

Varios trabajos han demostrado que, con la excepcion de hueso, pancreas y plasma, los
cambios en la concentracion tisular de Zn que tienen lugar antes de que se hagan evidentes la
reduccion en el crecimiento, la falla en el apetito y otras indicaciones de deficiencia de Zn,
son de escasa magnitud para ser usados con criterio diagndstico. Los analisis de pelo pueden
ser utilizados para detectar deficiencias cronicas, sélo después de eliminar cualquier tipo de
contaminacion externa (Mills, 1978). A pesar de que el pelo es una muestra facil de tomar,
presenta algunas variaciones que es preciso considerar (Miller et al., 1965c; Combs et al.,
1982), y no siempre refleja fielmente los niveles dietarios de Zn, a juzgar por los trabajos de
Beeson et al. (1977). Carcagno et al. (1993), en nuestro pais, trabajando con bovinos sanos y
con adecuado ritmo de crecimiento, encontraron valores de Zn en pelo de 120,6 + 23,61 ppm.

De manera coincidente, Underwood (1981) sefiala que, a medida que la deficiencia
progresa, el Zn declina mas marcadamente en pancreas, pelo y 6rganos sexuales. Ademas de
los nombrados, en deficiencias severas se han hallado concentraciones bajas de Zn en hueso,
higado y piel (Miller y Miller, 1962; Miller et al., 1966). Sin embargo, la piel no parece ser
siempre un tejido sensible a los cambios de Zn dietario (Miller et al., 1965b).

4) Conceptos de biodisponibilidad y biodisponibilidad relativa

Para alcanzar una produccion animal eficiente y mantener un normal estado de salud en los
animales es necesario que los nutrientes minerales sean provistos en la dieta en cantidades
adecuadas y en una forma que sea biologicamente utilizable. En la alimentacion de los
rumiantes, frecuentemente existen deficiencias minerales que hacen necesario el uso de algtn
tipo de suplementacion mineral. Salvo excepciones puntuales, la forma indicada de la misma
es a través de la via oral, mezclando los suplementos con la dieta completa o proveyendo los
mismos en forma separada, en bateas, en el caso de una alimentacion pastoril. EI grado de
biodisponibilidad de los minerales influye en los requerimientos dietarios y es importante, por
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lo tanto, conocer esa biodisponibilidad en los alimentos y suplementos minerales que se
utilizan cominmente en la alimentacion de los animales.

El término “biodisponibilidad” es definido como la proporcién de un nutriente ingerido a
partir de una fuente particular que es absorbido en una forma que pueda ser utilizada en los
procesos metabdlicos normales del animal (Ammerman et al., 1995). Sin embargo, parece
razonable dejar esta definicion para el término “digestibilidad verdadera” y reservar
“biodisponibilidad” para definir la porcion del nutriente ingerido que realmente es utilizada a
nivel tisular, lo que estd de acuerdo con la definicion de O’Dell (1984). Para algunos
nutrientes, la medicion de la utilizacion es dificultosa, y generalmente se utilizan estimadores
de esa utilizacion que a veces no condicen estrictamente con la definicion de
biodisponibilidad (Ammerman et al., 1995).

En relacion con la identificacion de las variables apropiadas para ser utilizadas como
criterios en los estudios de biodisponibilidad, Fairweather-Tait (1987) sefiala, en relacion al
hierro, pero de una manera que puede ser aplicada al resto de los minerales, lo siguiente:

“Es aparente que la disponibilidad del hierro en cualquier alimento no es una
propiedad inherente, caracteristica del material que estéa siendo ensayado, sino un valor
experimentalmente determinado que refleja la absorcion y utilizacion del hierro
ingerido bajo las condiciones del test”.

Los valores de biodisponibilidad son frecuentemente expresados como porcentaje en
relacion a la respuesta obtenida con un material de referencia estandar. Es asi que el término
correcto, en este caso, es biodisponibilidad relativa (BDR). Este valor es util en la
formulacién de raciones cuando se aplica a suplementos minerales, tanto mas adn cuando la
fuente estandar es la misma, o similar en biodisponibilidad, que la usada para determinar los
requerimientos del animal para ese mineral (Ammerman et al., 1995).

5) Métodos para estimar la biodisponibilidad

Se han utilizado varios métodos para estimar la biodisponibilidad de los minerales:
absorcion aparente, absorcion verdadera, retencion neta, respuestas en crecimiento,
acumulacién tisular, niveles de enzimas o compuestos esenciales y retencion de is6topos
(Ammerman, 1995; Baker y Ammerman, 1995).

La absorcion de un elemento mineral puede proveer una estimacién de su biodisponibilidad.
Se asume entonces que la porcion dietaria del mismo que es absorbida a partir del tracto
gastrointestinal esta disponible para su almacenamiento o los distintos procesos fisiologicos.
Sin embargo, esto no siempre es cierto (Ammerman, 1995). Por ejemplo, Seal y Heaton
(1983) observaron que el acido 2-picolinico incrementaba la absorcion de Zn en ratas cerca de
un 60 %, pero al mismo tiempo incrementaba la excrecion urinaria, de manera que no existia
cambio en la retencion neta. Aunque la absorcion era mayor, no habia una cantidad mayor de
Zn disponible para su uso potencial a nivel tisular.

La absorcion aparente o digestibilidad aparente es de valor limitado para aquellos minerales
como el Zn en los que la principal via de excrecion es la gastrointestinal.

La absorcion verdadera o digestibilidad verdadera descuenta la porcion del elemento que ha
sido absorbida y subsecuentemente excretada en el tubo gastrointestinal. Esta porcion de la
excrecion fecal total se designa como “excrecion fecal endogena total” o “excrecion fecal
metabolica”. Asi se llega a:
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Absorciéon Verdadera: consumo - (excrecién fecal total - excr. fecal metabélica) x 100
consumo

El valor (porcentual) de absorcion verdadera es mayor que el de absorcion aparente y es una
estimacion mas valida de la cantidad del mineral presentado a los tejidos para propdésitos
metabolicos. Para calcular la excrecion fecal metabdlica de Zn en ratas se ha utilizado la
técnica de dilucion de radioisotopos (Weigand y Kirchgessner, 1976; Evans et al., 1979).
Miller y Cragle (1965) realizaron estudios de digestibilidad verdadera en bovinos. Weigand y
Kirchgessner (1980) determinaron, en un minucioso estudio en ratas, la eficiencia de
utilizacion total verdadera del Zn, calculada como el cociente entre la utilizacion total y la
absorcion verdadera.

La retencion neta (aparente), llamada “disponibilidad neta” por Underwood (1981) puede
definirse como la porcién del mineral consumido que es retenida, considerando como
pérdidas la excrecidn total (fecal y urinaria). Se han realizado ensayos de balance quimico en
corderos para comparar la BDR del Zn en el ZnO y la metionina-Zn (Spears, 1989), aunque
los reportes con humanos son mucho mas numerosos que con animales (Baker y Ammerman,
1995).

Momcilovic et al. (1975) fueron los primeros en utilizar la concentracion de Zn en hueso
(fémur) para estimar la biodisponibilidad del Zn en ratas en crecimiento. Ellos encontraron
que la regresion del logaritmo de la concentracién del Zn en fémur frente a la concentracion
de Zn dietario produjo una respuesta lineal en un rango mas amplio que la ganancia de peso.
Esto es posiblemente debido a que los huesos sirven como una reserva movilizable de Zn en
las ratas en crecimiento (Baker y Ammerman, 1995), lo que no ha sido demostrado en
rumiantes. Por el contrario, Franz et al. (1980) hallaron que la ganancia de peso fue un mejor
parametro que la acumulacién en higado o hueso para estimar la BDR del Zn a partir de
varios alimentos en ratas en crecimiento. Sin embargo, Wedekind et al. (1994), en un ensayo
con cerdos en crecimiento, encontraron que los niveles de Zn en hueso o plasma han resultado
mas Utiles que la ganancia de peso como estimadores de la BDR. Brugger et al. (2014)
también concuerdan con estos resultados en cerdos. En corderos, el Zn en plasma, higado,
rifion y pancreas fueron los parametros méas sensibles (Rojas et al., 1995). Coincidentemente,
White et al. (1994), también en corderos, encontraron que el Zn plasmatico fue un pardmetro
mas sensible que la ganancia de peso.

Se han identificado varias metaloenzimas Zn dependientes, pero la mayoria de ellas cambia
solo ligeramente en una deficiencia de Zn (Baker y Ammerman, 1995). La FA, a partir de los
resultados de Spears (1989) en bovinos, parece comportarse mejor que el Zn plasmatico.

La concentracion plasmaética o tisular de MT aparece como un indicador promisorio del
status de Zn (King, 2011). Rojas et al. (1995) hallaron que la concentracion de MT en higado,
rifion y pancreas se comportaba tan bien como la concentracion de Zn en los mismos tejidos
para evaluar la BDR del mineral en corderos.

El método de retencion de un isétopo ingerido para estimar la absorcion del Zn ha sido
descripto por Heth y Hoekstra (1965). El alimento a ser evaluado se marca, extrinseca o
intrinsecamente, con ®°Zn, luego se administra una dosis oral durante un corto periodo de
tiempo y se mide la radiacion corporal total durante un periodo que permita la determinacion
de una tasa estable de pérdida del Zn enddgeno. Al mismo tiempo, en otro grupo de animales
se da ®°Zn inyectable y se mide la funcién exponencial de la tasa de pérdida de radioactividad.
Finalmente, se realiza la extrapolacion de ambas pendientes a tiempo cero y se estima el
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porcentaje de Zn absorbido a partir de la relacion entre ambas ordenadas. Una variacion de
este método utiliza la medicién del porcentaje de una dosis oral de ®°Zn depositado en
determinados tejidos luego de un periodo de equilibrio. Miller et al. (1968) trabajaron de esta
manera con terneros. Aunque esta variacion no provee una estimacion cuantitativa de la
absorcion, puede utilizarse para comparaciones cualitativas.

Las fuentes inorgéanicas mas frecuentemente utilizadas para la suplementacion de Zn son
oxido, sulfato y, en menor medida, carbonato y cloruro de Zn. Analizando todos los trabajos
realizados con monogastricos, en una revision efectuada por Baker y Ammerman (1995), los
autores no observaron una tendencia clara acerca de cual de las fuentes presenta mayor
biodisponibilidad. Sin embargo, a partir de trabajos en aves (Wedekind y Baker, 1990) y
cerdos (Hahn y Baker, 1993; Wedekind et al., 1994) surge que el ZnSO4.H,O o el
ZnS0,.7H,0, usados normalmente como estandares, son superiores al ZnO.

En rumiantes (bovinos y ovinos) la tendencia general parece ser: ZnSO4 > ZnO > ZnCO3 >
ZnCl (Baker y Ammerman, 1995, Suttle, 2010), aunque, en algunos ensayos, el sulfato no ha
sido claramente superior al éxido de Zn (Miller et al., 1970; Kincaid, 1979).

6) Condiciones para un ensayo de biodisponibilidad
Este punto ha sido desarrollado en el Capitulo I, pagina 59 y 60.

7) Célculo de la BDR

La biodisponibilidad de un nutriente en una sustancia problema en relacion a su
biodisponibilidad en una sustancia estandar es usualmente definida como la relacion entre las
cantidades de las sustancias estdndar y problema requeridas para producir una respuesta
equivalente. Aunque el concepto es simple, su determinacion presenta varios problemas.
Algunos de estos problemas son estadisticos e involucran el modelo, el disefio experimental y
la estimacién. Estos aspectos han sido ampliamente discutidos y puestos al dia por Littell y et
al. (1995, 1997), y son brevemente expuestos a continuacion.

La mayoria de los ensayos de biodisponibilidad usan métodos de regresion. La variable
independiente (x) puede ser la cantidad total de nutriente ingerido por el animal o la
concentracion del nutriente en la dieta. Si el consumo dietario es igual entre los grupos,
cualquiera de las dos posibilidades es aceptable. Si los consumos dietarios difieren entre
grupos, es necesario relacionar la respuesta al consumo total del nutriente. La variable
dependiente (y), es decir la respuesta a ser medida, puede ser la ganancia de peso, la
concentracion tisular del mineral o la de enzimas dependientes del mismo. En algunos casos,
la variable dependiente puede ser transformada logaritmicamente, si la validez del ensayo lo
requiere.

El valor de BDR es definido como xs/X;, siendo Xs y X; las cantidades de las sustancias
estandar y problema requeridas para producir un valor dado de respuesta y. Para estimar la
bondad de ajuste del modelo se utiliza cominmente R?, que es calculado como la suma de
cuadrados de la regresion dividida la suma de cuadrados total, y por lo tanto mide la porcion
de la variacion total en la variable dependiente que es debida a su relacion con la variable
independiente.

El ensayo de relacion de pendientes es la forma de ensayo mas cominmente usada en los
experimentos de biodisponibilidad recientes. Los valores de las variables independiente (x) y
dependiente (y) son determinados para cada unidad experimental. Se asume que hay una
relacion lineal entre x e y para las distintas fuentes del mineral. Las ecuaciones de regresion
lineal son calculadas, y = as + bs x para la fuente estandar e y = a; + b; x para la fuente a ser
probada. Se asume, posteriormente, que las dos lineas se interceptan al nivel x = 0 y que
as = a; , de modo que el valor comun del intercepto puede denominarse simplemente a. Ya
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que Xs Y X denotan las cantidades de las sustancia estandar y probada requeridas para
producir valores equivalentes de respuesta y, resulta que a + bs Xs = a + byx;. De modo que:
BDR = x¢/x; = by/bs, es decir, la relacion entre las pendientes de ambas lineas de regresion. De
alli el nombre de ensayo de “relacion de pendientes”.

8) Fuentes de Zn y biodisponibilidad

Hace relativamente poco tiempo, la industria comenzo6 a producir complejos organicos de
distintos minerales, de los cuales los mas utilizados son los proteinatos y aminoatos. Se ha
sostenido que su impacto en nutricién animal surge del hecho de que poseen una mejor
digestibilidad y a que, una vez absorbidos, determinados complejos aminoacido-mineral
podrian ser transportados a tejidos o sistemas enzimaticos especificos (Vandergrift, 1992).

El complejo aminoacido-mineral es definido como el producto resultante a partir de la
reaccion de una sal soluble del metal en cuestion y un aminoacido. EI complejo metionina-Zn
es, al presente, el complejo aminoacido-Zn mas utilizado en produccion animal. Se trata de un
compuesto soluble, quimicamente estable, eléctricamente neutro y con un peso molecular de
378 daltons (Brown y Zeringue, 1994).

Los estudios sobre los mecanismos que gobiernan la absorcion de Zn han sugerido que el
Zn puede ser absorbido como parte de un complejo o quelato intacto formado entre el mineral
y uno o mas ligandos organicos. Heinrichs y Conrad (1983), en estudios de crecimiento
microbiano in vitro hallaron que la metionina-Zn no era degradada por las bacterias ruminales
y pasaria, entonces, intacta al tracto digestivo posterior. Ellos utilizaron un medio purificado,
libre de nitrégeno (N), con cuatro fuentes de N afadidas: urea, DL-metionina, metionina-Fe y
metionina-Zn. El crecimiento de un cultivo puro de Butyrivibrio fibrisolvens indicé que
ocurrié una escasa o nula utilizacién de N a partir de los aminoatos. El crecimiento de un
indculo de bacterias del rumen sugirié que la metionina-Fe era degradada en condiciones que
simulaban las ruminales, pero que la metionina-Zn no. En el trabajo no se indica si las
diferentes fuentes de N tenian iguales proporciones de Fe y Zn. Esta posibilidad deberia ser
considerada, ya que ciertos metales, particularmente el Zn, pueden inhibir el crecimiento
bacteriano (Brown y Zeringue, 1994).

Brown y Zeringue (1994) midieron la solubilidad de distintos proteinatos y aminoatos. La
metionina-Zn, a concentraciones que pueden encontrarse en el tracto digestivo a las dosis
usuales del producto comercial, presentd altos porcentajes de solubilidad a pH 5 y fue
completamente soluble a pH 2. Esto puede representar una ventaja sobre algunas sales
inorganicas de Zn, menos solubles, y explicar la mejor biodisponibilidad encontrada en
ciertos ensayos. Por otro lado, el complejo metionina-Zn fue inestable en una solucion buffer
a los pH mencionados, ya que el aminoacido y el Zn se detectaron separadamente luego de
una filtracion en gel. Este hallazgo, entonces, entra en contradiccién con lo sostenido por la
industria, en el sentido de que el complejo metionina-Zn no se absorberia en forma intacta en
el intestino. Asi, ademas, se perderia, al menos parcialmente, una de las ventajas esgrimidas
en un principio con respecto a que la metionina protege al Zn de la interaccion con otros
ligandos en el lumen intestinal, que pudieran afectar su absorcion. Trabajos anteriores (Hill et
al., 1987; Hempe y Cousins, 1989) tampoco habian podido demostrar la absorcién intacta del
complejo metionina-Zn a través del epitelio intestinal. En otro sentido, la potencia de
quelacion de las fuentes organicas de Zn (aminoatos y proteinatos) también podrian
influenciar la digestibilidad y el grado de biodisponibilidad del mineral, y recientemente se ha
sugerido que fuentes con grados de quelacion moderados tienen mejor BDR que aquellas con
grados bajos o demasiado altos (Huang et al., 2009).
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De todas maneras, para extraer conclusiones méas ajustadas en relacion con este tema, es
necesaria una mayor investigacion acerca de las propiedades fisicas y quimicas, utilizacion y
metabolismo de los complejos organicos, y especificamente de los aminoatos, usados en
distintas especies de interés productivo.

Swinkels et al. (1994) sostienen que no existen evidencias consistentes acerca de la mejor
biodisponibilidad del Zn en los complejos Zn aminoéacidos. Sin embargo, a juzgar por los
trabajos realizados en los Gltimos 15 afios, existen algunas diferencias entre especies v, tal
vez, entre destinos productivos (carne o leche, por ejemplo).

La aseveracion de Swinkels et al. (1994) parece cumplirse, al menos en cerdos. Hill et al.
(1986) no hallaron diferencias entre metionina-Zn y sales inorganicas de Zn cuando se
tomaron en cuenta el desempefio productivo y la concentracion de Zn plasmatico. La
metionina-Zn tuvo una biodisponibilidad superior al ZnO, aunque inferior al ZnSO,, tomando
como criterios Zn en plasma y hueso (Wedekind et al., 1994). Hahn y Baker (1993)
encontraron que metionina-Zn y ZnSO, sostuvieron niveles de Zn plasmatico superiores al
ZnO, pero similares entre si. La BDR del Zn a partir de ZnSO,4 Yy metionina Zn fue similar en
lechones (Revy et al., 2002).

A diferencia de los trabajos con cerdos, Wedekind et al. (1992) y Wedekind y Baker (1990)
hallaron que la metionina-Zn poseia una mayor biodisponibilidad que el ZnSO, y el ZnO,
tomando como criterios la concentracion de Zn en tibia o la ganancia de peso en pollos.

En ovinos y bovinos en crecimiento, y utilizando como parametros la ganancia de peso y los
niveles plasmaticos de Zn y FA, no se encontraron diferencias entre el ZnO y la metionina-Zn
(Spears, 1989). Sin embargo, cuando el mismo autor realizd ensayos de balance quimico
usando dietas semi-purificadas, el uso de la metionina-Zn resulté en una mayor retencion que
el ZnO, resultante de coeficientes de absorcidn aparente similares pero diferentes niveles de
excrecion urinaria (Spears, 1989). Garg et al. (2008), también citan una mayor retencion de
Zn en corderos suplementados con metionina-Zn frente a aquellos suplementados con ZnSO,,
pero explicada por una mejor digestibilidad. Rojas et al. (1995), reportaron recientemente que
la metionina-Zn presentd similar biodisponibilidad que el ZnO y el ZnSO, en corderos a
juzgar por la concentracion de Zn en determinados 6rganos, pero que la lisina-Zn fue superior
a las demaés fuentes probadas, logrando concentraciones de Zn superiores en pancreas, higado
y rifidn. Contrariamente a estos resultados, Kegley y Spears (1994) hallaron que la
suplementacion de corderos, alimentados con heno de festuca, con ZnO y ZnSO4 mejoro la
ganancia de peso y la conversidn alimenticia, comparados con los grupos Basal y metionina-
Zn. En rumiantes en crecimiento, la informacion acerca del uso de metionina-Zn, hasta el
presente, aparece como contradictoria y serian necesarios ensayos mas ajustados para
determinar su biodisponibilidad.

En el dnico trabajo realizado con vacas de cria, los animales suplementadas con metionina-
Zn destetaron terneros mas pesados y ganaron mas peso que los suplementados con ZnO
(Spears y Kegley, 1991).

Sin embargo, el uso de metionina-Zn en vacas lecheras aparece como mas promisorio, con
respuestas que parecen explicadas por su mayor biodisponibilidad. Los primeros trabajos de
Kincaid et al. (1984) ya sefialaban que las respuestas en produccion de leche y disminucion en
el numero de células somaticas en leche eran mejores para metionina-Zn que para ZnO.
Kellogg (1990) sumariza los resultados de 8 ensayos con 492 vacas lecheras comparando el
uso de metionina-Zn con la suplementacion con cantidades similares de Zn bajo la forma de
ZnO. En estos ensayos, la suplementacion con metionina-Zn incremento la produccion de
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leche en un 4,8 %, con una reduccion significativa de la incidencia de afecciones podales.
Similares hallazgos fueron citados en un trabajo realizado en nuestro pais (Corbellini et al.,
1997): el uso de metionina-Zn produjo un aumento en la produccion de leche del orden del
5,4 %, mejoro los pardametros reproductivos y redujo el recuento de células sométicas en leche
y la incidencia de enfermedades podales, con respecto a la dieta basal. Las respuestas
observadas con ZnO fueron menores y no significativas, con la excepcion de algunos
parametros reproductivos (vacas con partos distocicos y vacas con endometritis post-parto o
al servicio), que mejoraron cuando se compararon con el grupo alimentado con la dieta basal.
En estos parametros reproductivos no hubo diferencias entre las dos fuentes de Zn.

Es necesario tener una mirada critica cuando se evalUan los ensayos que comparan fuentes
organicas e inorganicas de Zn. En primer lugar, y como lo sefiala Suttle (2010), las
ocasionales ventajas halladas en algunos ensayos pueden reflejar la baja calidad de la fuente
inorganica grado alimentacion utilizada para la comparacion antes que el valor intrinseco del
complejo orgédnico. Muchos ensayos han utilizado ZnO como fuente patron. En
monogastricos, la BDR del ZnSQO, es superior a la del ZnO, dependiendo la magnitud de la
diferencia del parametro utilizado en la comparacion (Wedekind y Baker, 1990; Wedekind et
al., 1992; Edwards y Baker, 1999). Por otro lado, la variacion de la BDR entre los distintos
origenes (o fabricantes) es mayor en el caso del ZnO que en el caso del ZnSO, (Edwards y
Baker, 1999). Por estas razones, parece aconsejable que la fuente patron para realizar
comparaciones sea el ZnSQO,, tanto en monogastricos como en rumiantes (Cao et al., 2000).

En segundo lugar, varios ensayos han comparado fuentes organicas con fuentes inorganicas
de Zn sin la utilizacion de un grupo alimentado con una dieta no suplementada (por ejemplo,
Whitaker et al., 1997; Malcolm-Callis et al., 2000; Gunter et al., 2001), evitando la cuestion
de si la suplementacion con Zn era 0 no necesaria.

En tercer lugar, otros ensayos de BDR han usado un grupo Basal con niveles que cubrian
largamente los requerimientos de Zn, y cantidades crecientes de Zn a dosis farmacologicas de
distintas fuentes del mineral (Wedekind et al., 1992; Cao et al., 2000). La acumulacion tisular
de Zn, un pardmetro cominmente empleado, esta indicando en este caso que se han superado
los mecanismos de control homeostético, y los datos de BDR hallados podrian no reflejar lo
que sucede con dosis en rangos mas bajos.

Hipotesis

La BDR del Zn a partir de la fuente organica probada (complejo Zn aminoacidos) es mayor
que en el caso de la fuente patron inorgénica (ZnSO,).

El efecto de cantidades crecientes de Zn a partir de distintas fuentes difiere segin los
parametros de evaluacion de las funciones metabdlicas utilizados, lo cual llevaria a definir
posiblemente diferentes valores de BDR para distintas funciones metabolicas.
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Objetivos
a) Objetivo general

Estimar la BDR del Zn en el complejo Zn aminoacidos (Availa Zinc 10, Zinpro
Corporation, USA) con respecto al ZnSO, para ovinos en crecimiento.

b) Objetivos particulares

Estudiar el efecto de la deficiencia de Zn sobre la ganancia de peso, la produccion de lana,
el balance de Zn y de N, y sobre parametros biogquimicos y de concentracion tisular
relacionados con el metabolismo del Zn.

Examinar una posible interaccion Zn-Cu, a través de la medicion del balance de Cu, los
niveles de Cu plasmatico y las diferentes concentraciones tisulares del mismo.

Estudiar la BDR del Zn en el complejo Zn aminoacidos con respecto a la fuente patron,
utilizando para ello los pardmetros que responden a suplementacién con Zn en el modelo
desarrollado.

Materiales y Métodos

Veinte corderos de raza Corriedale, con un peso aproximado de 15 kg fueron asignados en
forma aleatoria, estratificando por peso inicial, a cinco grupos: Basal (dieta con 10 ppm de
Zn), suplementados con ZnSO,4.H,0 para proveer niveles adicionales de Zn de 10 y 20 ppm y
suplementados con Availa-Zn 100 (Zinpro Corporation, USA) para proveer también niveles
adicionales de 10 y 20 ppm. De esta manera, quedaron conformados 5 grupos de 4 corderos
cada uno, para realizar un ensayo de BDR: Basal (10 ppm Zn), S10 (20 ppm Zn), S20 (30
ppm Zn), A10 (20 ppm Zn) y A20 (30 ppm Zn). La composicion de la dieta basal fue similar
a la descripta en el Capitulo Il. El alimento se administrd en forma restringida, a razén del 2,5
% del peso, cantidad que fue dividida en tres porciones y proporcionada cada dia a las 8, 13 y
19 horas.

Los corderos fueron alojados en jaulas de pléstico, de 1 m x 0,5 m, con piso ranurado. Se
procedio con un periodo de destete y acostumbramiento de dos semanas. Durante la primera
semana, los animales fueron alimentados con cebadilla criolla, cortada y ofrecida en estado
fresco, a voluntad, méas una racion molida de grano de maiz (85 %) y pellet de girasol (15%),
a razén del 1 % del peso. Durante la segunda semana de acostumbramiento, la dieta anterior
fue suplantada, paulatinamente, por la dieta de cada grupo experimental, hasta llegar a un
nivel del 2,5 % de peso vivo, base materia seca.

Al inicio del ensayo, momento en el que los corderos tenian un peso promedio de 15,255 kg
+ 1,729 kg, se esquil6 un &rea de 80 cm?, del flanco de cada cordero, con el objeto de medir el
crecimiento de la lana en ambos grupos. Los animales se pesaron mensualmente, para evaluar
la evolucidon de la ganancia de peso. También mensualmente, fueron sangrados de vena
yugular y se extrajeron dos muestras de sangre con distintos anticoagulantes (heparina y
EDTA sddico). Las muestras obtenidas con heparina fueron centrifugadas a 2.000 rpm,
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durante 10 minutos, y el plasma sobrenadante se separd en dos submuestras. Una submuestra
se utilizo para la posterior medicién de los niveles de Zn y Cu. En la segunda submuestra de
plasma se midio la actividad de FA. A partir de una segunda muestra de sangre (EDTA sédico
como anticoagulante) se realizd la determinacion del numero de leucocitos y de linfocitos,
variables hematoldgicas que, a partir de los resultados presentados en el Capitulo Il, podian
presentar algun grado de respuesta a la suplementacion con Zn. A los 45 dias (primer periodo)
y durante la ultima semana del trabajo (segundo periodo) se realizaron sendos ensayos de
balance de Zn, de Cu y de N. Durante el periodo de balance (5 dias) se midié el alimento
consumido por cada animal y la produccion de heces y de orina, las que se recogieron
diariamente. Se tomo una alicuota diaria de cada excreta (30 gr para heces y 20 ml para
orina), y se guardaron a - 20 °C hasta su analisis. A partir de estos datos, se calculd la cantidad
de Zn, Cu (mg/dia) y N (g/dia) retenidos diariamente por cada animal.

Al finalizar el ensayo (6 meses de duracion), se cortd la lana de las areas previamente
delimitadas. Las muestras se pesaron para medir la produccion de lana. Una muestra fue
enviada al laboratorio para la medicion de las concentraciones de Zn y Cu por EAA (en ppm,
base MS). Se procedi6 al sacrificio de los animales por exanguinacion. Luego del mismo, se
recogieron muestras de masculo (longissimus dorsi, supraescapular y semimembranoso),
higado, péncreas, testiculo, rifion, pulmoén y hueso (metacarpo y metatarso) para la
determinacion de los niveles de Zny Cu.

Las muestras de tejidos blandos fueron cortadas en trozos de 1 cm® y secadas en estufa de
flujo continuo a 100 °C hasta peso constante. Luego, se procedio al molido de las mismas y se
tomd una submuestra de 500 mg de cada tejido. Cada submuestra fue sometida a una
digestion acida con una mezcla de 2 ml &cido nitrico (HNOs, 68 % V/V), 2 ml de acido
sulfarico (H2SO4, 98 % V/V) y 2 ml de &cido perclérico (HCIO,4, 70 % V/V). Una vez
terminado el proceso de digestion se llevo a un volumen de 25 ml, utilizando agua deionizada.

Las muestras de alimento y heces fueron secadas a 100 °C y molidas en un molino a
martillo tipo Resch. Luego de obtener una submuestra de 500 mg de cada una, se procedi6 de
acuerdo a lo descripto para tejidos blandos.

Las muestras de hueso fueron desengrasadas con acetona, durante 48 hs, enjuagadas con
agua deionizada y llevadas a una mufla a 500 °C, durante 5 hs. De las cenizas obtenidas, se
pesaron 500 mg y se procedié a tratamiento acido y dilucion como se describi6 previamente.

Las muestras de lana fueron lavadas con una solucion de agua bidestilada y detergente
neutro. Luego de enjuagadas repetidas veces con agua deionizada, fueron secadas a 60°C.
Una submuestra de 500 mg de cada una fue sometida a digestion acida y dilucion, para su
posterior analisis.

Las determinaciones de Zn y Cu fueron realizadas por Espectrofotometria de Absorcion
Atomica (EAA), utilizando un espectrofotometro de absorcidn atomica Perkin ElImer 5100 PC
(Perkin Elmer, 1996), por medio de las técnicas de Allan (1961) y de Piper y Higgins (1967).
Los resultados se expresaron en ppm, base MS, en el caso de los sélidos y en ug/ml en el caso
de los liquidos.

Para la determinacion de FA en plasma se utiliz6 el método colorimétrico cinético
propuesto por Wiener Laboratorios (Rosario, Argentina), que usa como reactivo al p-
nitrofenil fosfato. Para tal fin, se empled un Autoanalizador Technicom RA100, con lectura a
405 nm de longitud de onda. Los resultados fueron expresados en unidades internacionales
(UD/L.
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El N total de alimento, heces y orina fue determinado por la técnica semi-micro Kjeldahl
(AOAC, 1990). Los resultados se expresaron en porcentaje, base MS, en los dos primeros
casos, y en mg/L en el caso de la orina.

Analisis estadistico: Las variables medidas repetidamente a lo largo del ensayo: ganancia
diaria de peso, concentracion de Zn, Cu y FA en plasma, y numero de leucocitos y linfocitos
en sangre, fueron analizadas con el paquete estadistico SAS, utilizando un modelo mixto de
mediciones repetidas, de acuerdo a Littell et al. (1998). Se utiliz6 como término de error
animal dentro de tratamiento. Se probaron distintas estructuras de covarianza y la que
presentd el mejor ajuste, de acuerdo al criterio de Akaike y al criterio bayesiano de Schwartz,
fue la estructura de covarianza autoregresiva de orden 1 para varianzas homogéneas (AR1). El
modelo incluyo tratamiento, tiempo y la interaccion tratamiento x tiempo. Los tratamientos
fueron analizados utilizando un test de Tukey para comparacion de medias.

Para el resto de los pardmetros medidos una sola vez (produccion de lana) o dos veces en el
ensayo (balance de N, Zn y Cu) se utilizdé un analisis de varianza de una via, y un test de
Tukey para comparacion de medias. Se realizaron contrastes ortogonales “a priori”, en el caso
de ser necesarios, y analisis de contrastes polinomiales para detectar respuestas lineales (3
niveles: basal, + 10 ppm Zn y + 20 ppm Zn) en cada fuente de Zn. También se realizaron
contrastes ortogonales y polinomiales, cuando fueron necesarios, en el caso de las variables
medidas a lo largo del tiempo.

Finalmente, a cada una de las variables que respondieron en forma lineal en las dos fuentes
se les realizaron los andlisis regresion en forma independiente para cada fuente v,
posteriormente, un analisis de relacion de pendientes para determinar la BDR, de acuerdo a
Littell et al. (1991, 1997). La BDR se expresd como porcentaje: BDR = (bi/bs) x 100.

Resultados

Tal como se puede apreciar en la Tabla I11.1 y en la Figura I11.1, la ganancia de peso de los
corderos, en este modelo experimental, no fue afectada por la deficiencia de Zn, asi como
tampoco lo fue la produccion de lana. Si bien en la Figura I11.1 puede apreciarse visualmente
que la ganancia de peso del grupo Basal tendi6 a disminuir en el mes 6 del ensayo, este
parametro no difirio significativamente (p = 0,1019) del resto de los grupos, probablemente
debido a un coeficiente de variacion muy grande.

Los niveles de Zn plasmatico fueron menores en el grupo Basal, los que mostraron ademas
una tendencia lineal decreciente a lo largo del ensayo (p<0,01), pero no se detectaron
diferencias entre niveles de Zn suplementados ni entre fuentes de Zn (Tabla I11.2 y Figura
111.2).

La variable Cu plasmatico no difirié entre grupos (Tabla I11.2 y Figura 111.3). Tampoco se
hallaron diferencias entre grupos en los niveles de FA plasmatica, ni el nUmero de leucocitos
y linfocitos en sangre (Tabla 111.3 y Figuras 111.4, 111.5 y 111.6). Similarmente, los tratamientos
no tuvieron efecto sobre la Digestibilidad Aparente de la MS (Tablas I11.4 y 111.8).

La cantidad de N aparentemente digerido fue similar, pero la retencion de N en el primer
periodo fue menor en el grupo Basal que en los tratados (Tabla I11.5). Sin embargo, no hubo
diferencias entre concentraciones de Zn suplementario y fuentes. Este resultado se repitié s6lo
parcialmente en el segundo periodo (Tabla I11.9).
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En ambos periodos medidos, la cantidad de Zn aparentemente digerido y la retencién de Zn,
mostraron una respuesta lineal (Tablas I11.6 y 111.10) ante el incremento en la cantidad del
mineral, pero la respuesta fue similar en ambas fuentes.

La digestibilidad aparente del Zn y la retencién de Zn (como porcentaje del Zn ingerido)
fueron mayores en el grupo Basal (contrastes ortogonales Basal vs tratamientos, p<0,05) sélo
en el segundo periodo medido (Tablas 111.6 y 111.10).

La excrecion de Zn por orina fue menor en los dos grupos suplementados con Availa Zn
100, pero, también, s6lo durante el segundo periodo de recoleccion (Tabla 111.10).

La concentracion de Zn en higado de los grupos con los mayores niveles de suplementacion
(sin diferencias entre fuentes) fue mayor que la concentracion en el grupo Basal. Los niveles
de Zn en hueso (metacarpo y metatarso), rifidn y pancreas en los corderos del grupo Basal
difirieron significativamente de todos o de la mayoria de los grupos suplementados, pero no
hubo diferencias entre las distintas concentraciones de Zn ni entre fuentes. En pulmon,
testiculo y musculo no se hallaron diferencias entre grupos (Tabla I11.12). La concentracion de
Zn en lana del grupo Basal sélo difiri¢ significativamente con el grupo A20 (test de Tukey),
pero cuando se realizaron los contrastes ortogonales “a priori”, el grupo Basal fue
significativamente menor (p<0,05) que los tratamientos.

No pudieron demostrarse efectos del Zn sobre la retencion de Cu (Tablas 1.7 y 111.11), a
diferencia del ensayo presentado en el Capitulo 1, en el cual la suplementacion con Zn (a
razén de 30 ppm) disminuyo la cantidad de Cu aparentemente digerido en un periodo.

En relacién con este punto, no se detectaron diferencias significativas entre los grupos en la
concentracion de Cu, en ninguno de los tejidos investigados, aun con una suplementacion de
20 ppm de Zn (Tabla 111.13), a excepcion de Cu en lana, en cuyo caso hubo un efecto lineal
decreciente.

Para la determinacion de la BDR del Zn a partir del complejo Zn aminoacidos en
comparacion con ZnSO, fueron elegidas las cinco variables que respondieron, en las dos
fuentes, con incrementos lineales al aumento de la dosis de Zn. Las mismas fueron: Zn
aparentemente digerido (periodos 1 y 2), retencién de Zn (periodos 1 y 2) y Zn hepético
(Tabla I11.14). En las Figuras 3.7 a 3.11 se grafica la regresion de cada una de estas variables
en funcién de la concentracién de Zn suplementario en la dieta.

Luego de realizar el anlisis de BDR, se observo en los cinco casos que la pendiente del
complejo Zn aminoéacidos fue numéricamente mayor que la de la fuente patron (BDR entre
105y 125), pero las diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas (p<0,05).



Tabla I11.1. Ganancia de peso y produccién de lana en los cinco grupos (valores expresados como promedio + DE).
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Variable Basal S10 S20 Al10 A20 P
Ganancia de peso (kg) 2,725+ 1,537 | 4,025 + 1,040 3,450 + 1,805 4,075 + 1,489 3,075 + 2,327 0,75
Produccion de lana sucia (g)* | 11,20 + 1,54 11,10 + 1,20 12,93 + 2,95 13,90 + 3,67 12,15+ 0,72 0,41
*en 80 cm?.

Tabla 111.2. Niveles de Zn'y Cu en plasma (valores expresados como promedio + DE de las 7 mediciones a lo largo del ensayo).
Variable Basal S10 S20 Al10 A20 P
Zn en plasma (ug/ml)<° 0,629 + 0,100* | 1,061 +0,129° | 0,968 + 0,060" 0,986 + 0,123 1,061 + 0,088" <0,001
Cu en plasma (ug/ml) 0,943 +0,075 | 0,886 + 0,067 0,882 + 0,053 0,900 + 0,031 0,896 + 0,180 0,902

Diferentes superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (test de Tukey).

Tabla 111.3. Niveles de fosfatasa alcalina en plasma y nimero de leucocitos y linfocitos en sangre (valores expresados como promedio + DE
de las 7 mediciones a lo largo del ensayo).

Variable

Basal

S10

S20

Al0

A20

FA en plasma (UI/L)

199,83 + 67,29

243,58 + 67,32

235,42 + 72,06

219,78 + 86,85

229,54 + 106,32

0,936

Leucocitos (N°/ml de sangre)

7.092,86 + 732,02

6.353,57 + 311,54

7.041,07 + 360,10

6.357,14 + 770,10

6.435,71 + 548,78

0,199

Linfocitos (N°/ml de sangre)

3.275,96 + 354,06

3.162,75 + 449,19

3.368,68 + 321,26

3.049,50 + 360,83

3.460,57 + 483,18

0,624




Tabla I11.4. Digestibilidad aparente de la MS, primer periodo (valores expresados como promedio + DE).
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Variable Basal S10 S20 Al10 A20 P
Consumo de MS (g/d) 273 + 3,46 273 + 3,46 273 + 3,46 273 + 3,36 273 + 3,46
Excrecion de MS (g/d) 53,68 +241 | 56,33+340 | 5303+183 | 5648+370 | 56,84+374 | 0,31
MS Aparentemente digerida (g/d) 219,32 +458 | 216,42+0,80 | 219,98+4,96 | 216,52+4,44 | 216,42 + 0,92 0,48
Digestibilidad aparente de la MS (%) 80,331 +0,99 | 79,374 + 0,99 80,57 + 0,86 79,312+ 1,32 | 79,189+ 1,12 0,26
Tabla 111.5. Balance de N, primer periodo (valores expresados como promedio + DE).

Variable Basal S10 S20 A10 A20 P
Consumo de N (g/d) 7,058 + 0,009 | 7,058+0,009 | 7,058+0,009 | 7,058+0,009 | 7,058+ 0,009
Excrecion de N en heces (g/d) 0,955 +0,191 | 0,850+0,020 | 0,858+0,045 | 1,028+0,090 | 0,960+0,011 | 0,096
N Aparentemente digerido (g/d) 6,103 +0,199 | 6,208+0,023 | 6,200+0,050 | 6,030+0,098 | 6,098+0,018 | 0,123
Digestibilidad aparente del N (%) | 86,469 + 2,721 | 87,953+ 0,289 | 87,844 + 0,648 | 85432+ 1,297 | 86,399 + 0,170 | 0,099
Excrecion de N en orina (g/d)*° 1,885 +0,231% | 0,865+ 0,047° | 0,888 + 0,105 | 0,624 + 0,481° | 0,470 + 0,289 | <0,001
Retencion de N (g/d) < 4,218 +0,075* | 5,343 +0,041° | 5312+0,128° | 5,405+ 0,503" | 5,628 +0,279° | <0,001
Retencion de N (%)° 59,766 + 1,103% | 75,705 + 0,662° | 75,261 + 1,764° | 76,582 + 7,066° | 79,745 + 4,034° | <0,001

Diferentes superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (test de Tukey).
€O Contrastes ortogonales, Basal vs tratamientos (p<0,05).




Tabla I11.6. Balance de Zn, primer periodo (valores expresados como promedio + DE).
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Variable Basal S10 S20 Al10 A20 P
Consumo de Zn (mg/d) 2,730 + 0,035 5,460 + 0,069 8,190 + 0,104 5,460 + 0,069 8,190 + 0,104
Excrecion de Zn en heces (mg/d) 1,404 +0,107° | 2,665 +0,190° | 4,184 +0,585° | 2,366 +0,260° | 3,778 + 0,380° <0,01
Zn Aparentemente digerido (mg/d) | 1,326 +0,138% | 2,795 + 0,214° | 4,006 + 0,689 | 3,094 +0,245" | 4,412 +0,436°- | <0,05
Digestibilidad aparente del Zn (%) | 48,544 + 4,498 | 51,172 + 3,614 | 48,842+ 7,792 | 56,670 + 4,596 | 53,847 + 4,940 | 0,206
Excrecion de Zn en orina (mg/d) 0,095 + 0,030 0,081 + 0,033 0,080 + 0,038 0,095 + 0,061 0,149 + 0,096 0,448
Retencidén de Zn (mg/d) <© 1,231 +0,139% | 2,714 +0,224° | 3,926+ 0,709 | 2,999 +0,295° | 4,263 + 0,365 | <0,05
Retencion de Zn (%) 45,050 + 4,637 | 49,697 + 3,864 | 47,859 + 8,062 | 54,939 + 5,572 | 52,034 +4,083 | 0,157
Diferentes superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (test de Tukey).

- Respuesta lineal, dentro de cada fuente de Zn.

€O Contrastes ortogonales, Basal vs tratamientos (p<0,05).

Tabla 111.7. Balance de Cu, primer periodo (valores expresados como promedio + DE).

Variable Basal S10 S20 Al10 A20 P
Consumo de Cu (mg/d) 2,73 + 0,035 2,73 + 0,035 2,73 + 0,035 2,73 + 0,035 2,73 + 0,035
Excrecion de Cu en heces (mg/d) 1,060 + 0,179 1,206 + 0,350 1,313 + 0,124 1,200 + 0,198 1,209 + 0,097 0,577
Cu Aparentemente digerido (mg/d) | 1,670 + 0,150 1,524 + 0,330 1,417 + 0,156 1,530 + 0,171 1,521 + 0,064 0,511
Digestibilidad aparente del Cu (%) | 61,238 + 6,142 | 55,883 + 12,580 | 51,873 + 5,103 | 56,089 + 6,820 | 55,757 + 3,003 0,544
Excrecion de Cu en orina (mg/d) 0,169 + 0,058 0,153 + 0,026 0,123 + 0,026 0,190 + 0,121 0,173 + 0,053 0,689
Retencién de Cu (mg/d) 1,502 + 0,199 1,370 + 0,324 1,294 + 0,176 1,340 + 0,284 1,349 + 0,068 0,758
Retencién de Cu (%) 55,070 + 7,795 | 50,261 + 12,295 | 47,362 + 5,885 | 49,165 + 10,833 | 49,413+2,833 | 0,771




Tabla I11.8. Digestibilidad aparente de la MS, segundo periodo (valores expresados como promedio + DE).
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Variable Basal S10 S20 A10 A20 P
Consumo de MS (g/d) 353,44 + 16,82 | 353,44 + 16,82 | 353,44 + 16,82 | 353,44 + 16,82 | 353,44 + 16,82
Excrecion de MS (g/d) 78,15+ 1,79 | 89,34 +4,76 78,58 +9,18 | 83,30+9,38 | 79,81 + 10,36 0,27

MS Aparentemente digerida (g/d) 275,28 + 16,27 | 264,09 + 19,64 | 274,86 + 17,93 | 270,13 + 25,68 | 273,62 + 22,86 | 0,93
Digestibilidad aparente de la MS (%) 77,857 +0,99 | 74,655+2,23 | 77,744+ 2,60 | 76,304 + 3,70 | 77,340 + 3,55 0,48
Tabla 111.9. Balance de N, segundo periodo (valores expresados como promedio + DE).

Variable Basal S10 S20 Al10 A20 P
Consumo de N (g/d) 9,048 + 0,431 9,048 + 0,431 9,048 + 0,431 9,048 + 0,431 9,048 + 0,431
Excrecion de N en heces (g/d) 1,281 +0,172 1,361 + 0,109 1,155 + 0,126 1,375+ 0,239 1,311 + 0,237 0,487
N Aparentemente digerido (g/d) 7,767 + 0,353 7,687 + 0,530 7,893 + 0,522 7,673 + 0,658 7,737 + 0,550 0,977
Digestibilidad aparente del N (%) 85,861 + 1,606 | 84,892 +1,882 | 87,180+ 1,835 | 84,690 + 3,315 | 85,462 + 2,958 | 0,623
Excrecion de N en orina (g/d) 1,899 +0,366% | 1,171 +0,306° | 1,334 +0,501% | 1,162 +0,260° | 0,960 + 0,615 <0,05
Retencion de N (g/d) 5,868 + 0,396 6,516 + 0,489 6,559 + 1,002 6,511 + 0,675 6,777 + 0,361 0,361
Retencion de N (%) 64,861 + 3,339 | 71,978 +3,225 | 72,238 +7,804 | 71,852 +4,697 | 75,064 +5,875 | 0,138

Diferentes superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (test de Tukey).




Tabla 111.10. Balance de Zn, segundo periodo (valores expresados como promedio + DE).
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Variable Basal S10 S20 Al10 A20 P
Consumo de Zn (mg/d) 3,534 + 0,168 7,069 + 0,336 10,603 + 0,505 7,069 + 0,336 10,603 + 0,505
Excrecion de Zn en heces (mg/d) 1,306 +0,187% | 3,470 +0,578" | 5969 +0,320° | 3,735+0,438° | 5,076 +0,271° | <0,01
Zn Aparentemente digerido (mg/d) | 2,228 +0,314% | 3,599 + 0,894° 4,634 +0,703° | 3,333+0,603° | 5527 +0,636° | <0,05
Digestibilidad aparente del Zn (%) | 62,872 + 6,400% | 50,569 + 0,308° | 43,567 + 4,763 | 47,021 + 6,937" | 52,018 + 3,872" | <0,05
Excrecion de Zn en orina (mg/d) 0,077 +0,032% | 0,061+ 0,015% | 0,0856 +0,027% | 0,009 +0,005° | 0,022 + 0,005 | <0,05
Retencion de Zn (mg/d) <© 2,151 +0,325° | 3,538+0,896° | 4,579 +0,708° | 3,324 +0,606° | 5,505 + 0,637°- | <0,05
Retencion de Zn (%)<° 60,692 + 6,8867 | 49,702 + 10,365 | 43,044 + 4,864° | 46,893 + 6,992% | 51,810 + 3,885% | <0,05
Diferentes superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (test de Tukey).

" Respuesta lineal, dentro de cada fuente de Zn.

€O Contrastes ortogonales, Basal vs tratamientos (p<0,05).

Tabla 111.11. Balance de Cu, segundo periodo (valores expresados como promedio + DE).

Variable Basal S10 S20 Al10 A20 P
Consumo de Cu (mg/d) 3,534+ 0,168 3,534+0,168 | 3,534+0,168 | 3,534+0,168 | 3,534 + 0,168
Excrecion de Cu en heces (mg/d) 1,307 + 0,325 1,434 + 0,448 1,767 + 0,257 1,471 + 0,501 1,438 + 0,196 0,500
Cu Aparentemente digerido (mg/d) | 2,228 + 0,220 2,101 + 0,549 1,767 + 0,379 2,063 + 0,642 2,096 + 0,300 0,679
Digestibilidad aparente del Cu (%) | 63,221 + 7,776 | 59,150 + 14,064 | 49,774 + 8,719 | 57,903 + 15,987 | 59,159 + 6,392 0,560
Excrecion de Cu en orina (mg/d) 0,165 + 0,081 0,146 + 0,024 0,116 + 0,047 0,100 + 0,042 0,175+ 0,113 0,509
Retencién de Cu (mg/d) 2,062+0,201 | 1,955+0,548 | 1,652+0,390 | 1,963+0,631 | 1,921 +0,315 0,751
Retencién de Cu (%) 58,483 + 6,486 | 55,037 + 14,34 | 46,519 + 9,277 | 55,110 + 15,812 | 54,242 + 7,287 0,657




Tabla I11.12. Concentracion de Zn en érganos (ppm, base MS; valores expresados como promedio + DE).
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Organo Basall S10 S20 A10 A20 P

musculo semimembranoso 74,25 + 6,45 70,00 + 12,52 77,75+ 5,32 74,00 + 13,74 76,75 + 6,65 0,810
musculo supraescapular 89,56 + 27,71 104,38 + 32,28 113,50 + 36,90 104,25 + 32,88 91,80+ 17,24 0,782
musculo longissimus dorsi 61,00 + 10,55 66,25 + 9,32 72,50 + 8,89 70,25 + 33,15 67,00 + 3,92 0,887
Rifion®° 48,25 + 10,69° 76,00 + 14,76° 73,50 + 9,15 82,75 + 6,85° 76,75 + 13,74° <0,01
Pulmén 56,50 + 8,66 62,25 + 8,34 70,50 + 8,81" 72,63 + 6,65 70,50 + 11,15 0,096
Higado® 61,75 + 17,95° 93,38 +11,09® | 103,75+27,75" | 98,50 + 15,72 | 103,50 + 14,26 |  <0,05
Testiculo 60,25 + 6,34 68,50 + 14,62 64,50 + 8,85 69,00 + 5,72 66,55 + 1,75 0,612
Pancreas®® 51,00 + 7,35 74,75 + 12,04° 72,00 + 8,04 64,73 + 10,21% 72,93 + 4,57 <0,05
Metacarpo® 85,55 + 12,689* | 160,18 + 18,36" | 159,75+31,98° | 182,00 +27,18° | 185,43 + 34,42° <0,01
Metatarso®® 83,25 + 14,22° 187,05 +42,11° | 175,13+30,13" | 166,05+ 18,61° | 187,63 +51,49" <0,01
Lana®® 67,75 + 7,14° 85,00 + 4,55 81,00 + 13,24% 84,50 + 10,54 | 88,50 + 6,45° <0,05

Diferentes superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (test de Tukey).
" Respuesta lineal, dentro de cada fuente de Zn. °° Contrastes ortogonales, Basal vs tratamientos (p<0,05).




Tabla 111.13. Concentracion de Cu en 6rganos (ppm, base MS; valores expresados como promedio + DE).
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Organo Basal S10 S20 A10 A20 P

Musculo semimembranoso 6,49 + 2,88 6,43+ 1,72 5,54+ 1,38 5,30+ 1,15 6,35+ 1,20 0,813
Musculo supraescapular 6,95 + 3,13 6,88 + 2,91 6,05+ 1,78 4,68 + 0,47 5,83+0,79 0,561
Musculo longissimus dorsi 4,88 + 0,85 5,28 +1,45 6,15 + 0,99 5,45+ 0,61 5,93 +0,94 0,713
Rifién 12,55+ 1,41 13,05 + 2,37 12,00 + 1,08 13,28+ 1,71 12,73+ 0,71 0,809
Pulmon 12,60 + 1,69 1155+ 1,54 13,28 + 0,51 13,10+ 1,31 12,63 + 1,80 0,508
Higado 300,06 + 170,97 332,00 + 48,08 330,25 + 38,89 314,75 + 72,50 287,75 + 146,17 0,972
Testiculo 7,90 + 1,73 9,13+ 2,46 7,23+ 1,56 6,98 + 0,61 8,78 + 1,37 0,321
Pancreas 6,04 + 1,45 6,00 + 1,09 6,78 + 1,88 7,33+1,42 7,35+ 1,00 0,495
Metacarpo 9,55 + 0,80 9,10 + 0,90 9,43 + 0,70 9,56 + 1,39 9,60 + 1,54 0,967
Metatarso 9,68 + 0,91 9,60 + 0,42 9,73+0,71 9,53+ 0,39 9,73+ 0,46 0,987
Lana“® 6,33 + 0,62° 5,25 + 0,33 4,63 +0,25™ 5,08 + 0,10 4,75 + 0,21 <0,01

Diferentes superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (test de Tukey).
" Respuesta lineal, dentro de cada fuente de Zn. © Contrastes ortogonales, Basal vs tratamientos (p<0,05).
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Foto Ill.1. Ensayo de balance, donde pueden verse las bandejas para recoleccion de
heces y orinas.
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Foto 111.2. Vista panoramica de las jaulas metabdlicas, al momento del ensayo de
balance. Las heces quedan encima de un tejido de plastico, tipo mosquitero, colocado
por encima de cada bandeja. El nylon negro permite una recoleccion mas facil y limpia
del alimento rechazado y de las heces que puedan caer fuera de las bandejas.
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Figura I11.1. Evolucion de la ganancia diaria de peso en los cinco grupos
experimentales.
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Figura 111.2. Evolucion de los niveles de Zn plasméatico en los cinco grupos
experimentales.
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Figura [11.3. Evolucion de los niveles de Cu plasmatico en los cinco grupos
experimentales.
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Figura I11.4. Evolucion de los niveles de fosfatasa alcalina plasmatica en los cinco
grupos experimentales.

400
= 350
2
£ 300
(7]
<
o 250
[
(D]
© 200
£
T
© 150
<
- == Basal
% 100 —B—-510 [
8 = A10
3 50 $20 |
v —=A20
O T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

Dias

Efecto tiempo: p<0,01. Efecto tratamiento e interaccion tratamiento x tiempo: NS.




108

Figura 11.5. Evolucion del nimero de leucocitos en sangre en los cinco grupos

experimentales.
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Figura 111.6. Evolucién del nimero de linfocitos en sangre en los cinco grupos

experimentales.
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Figura I11.7. Regresion del Zn aparentemente digerido en funcion del nivel de Zn
suplementario en la dieta (primer periodo).
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Figura 111.8. Regresion del Zn aparentemente digerido en funcién del nivel de Zn
suplementario en la dieta (segundo periodo).
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Figura 111.9. Regresién de la Retencion de Zn en funcidn del nivel de Zn suplementario
en la dieta (primer periodo).
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Figura 111.10. Regresion de la Retencion de Zn en funcion del nivel de Zn suplementario
en la dieta (segundo periodo).
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Figura I11.11. Regresién de la concentracion de Zn en higado en funcion del nivel de Zn
suplementario en la dieta.
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Tabla 111.14. Biodisponibilidad relativa del complejo Zn aminoacidos (Zn Aas) en comparacion con sulfato de zinc (ZnSO,) estimada a partir del
andlisis de relacion de pendientes de las variables Zn aparentemente digerido, retencion de Zn y concentracién de Zn en higado.

Variable dependiente R”general | Intercepto Pendientes EE BDR Comparacion
comun ZnS0O, Zn Aés Zn A&s vs ZnSO, de pendientes (P)
Zn Ap. digerido (mg/dia)
Primer periodo 0,901 1,4271 0,1305 0,1527 0,013 117 0,7913
Segundo periodo 0,767 2,1206 0,1301 0,1605 0,022 123 0,0983
Retencién de Zn (mg/dia)
Primer periodo 0,897 1,3415 0,1308 0,1500 0,013 114 0,8966
Segundo periodo 0,773 2,0565 0,1305 0,1633 0,022 125 0,1049
Zn en higado (ppm) 0,411 69,32 1,8582 1,9507 0,627 105 0,7724
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Discusion

La discusion de los resultados obtenidos cubre dos aspectos. En primer lugar, el efecto de la
dieta Basal cuando se compara con el resto de los tratamientos. En segundo lugar, la
posibilidad de detectar diferencias en la biodisponibilidad del Zn entre las fuentes probadas.

Las variables ganancia de peso y produccién de lana no fueron modificadas por el consumo
de la dieta Basal. Los episodios de acidosis que afectaron indistintamente a individuos de los
diferentes grupos contribuyeron a consumos menores que los esperados y obraron como
factor limitante para mayores aumentos de peso. No obstante, en ensayos similares (White et
al., 1994), éste no fue un parametro sensible a la suplementacion con Zn, ya que los grupos
alimentados con dietas con 10, 17 y 27 ppm de Zn tuvieron evoluciones de peso similares
entre si. Debido a la importancia del consumo de alimento sobre la produccion animal y al
impacto de la deficiencia de Zn sobre el consumo, futuros ensayos deberian contemplar la
inclusion de dietas que posibiliten la expresion de un mayor consumo de MS.

La ausencia de efecto sobre la produccion de lana contrasta con el trabajo de White et al.
(1994), en el cual esta fue afectada por concentraciones dietarias de Zn por debajo de 17 ppm.
En el mismo sentido, en un ensayo realizado con anterioridad (Capitulo 1), en el cual se
compararon un grupo deficiente y un grupo suplementado con 30 ppm de Zn, a partir de
ZnS04.H,0, se hallé una diferencia del 37 % en produccion de lana. Las discrepancias entre
los resultados de ambos ensayos podrian deberse, al menos en parte, al menor consumo de
alimento (en relacion al peso vivo) observado en el segundo ensayo, lo que pudo significar
una limitante para una posible respuesta ante la suplementacion con Zn.

Como se observo en trabajos realizados con ovinos (Ott et al., 1965b; White et al., 1994) y
con distintas especies de animales domésticos (Suttle, 2010), en el presente trabajo el Zn
plasmatico fue un indicador muy sensible frente a la disminucién del Zn dietario. Ademas,
mostrd una tendencia lineal decreciente en el grupo Basal a lo largo del transcurso del ensayo,
sobre todo a partir de los 120 dias del experimento, lo que puede significar que los animales,
al final del mismo, habrian acumulado un periodo de deplecién de 60 dias.

En el ensayo anteriormente citado (Capitulo Il) se hallaron mayores diferencias en Zn
plasméatico, pero con menores valores absolutos, entre el grupo Basal y el grupo
suplementado.

Spears (1989), en un ensayo con corderos, planteé un periodo de deplecién de 42 dias,
aunque vya a los 14 dias hall6 que la suplementacion con Zn (tanto ZnO como metionina Zn)
mejord los niveles de Zn plasmaético y a los 28 dias los de FA plasmatica. Sin embargo, en ese
trabajo, la dieta Basal contenia niveles sensiblemente mas bajos de Zn (2,8 ppm, base MS) y
cada grupo suplementado so6lo la adicion de 5 ppm de Zn. Los valores de Zn plasmatico
promedio fueron de 0,24 ug/ml en el grupo Basal y de 0,44 y 0,39 ug/ml en los grupos ZnO y
metionina Zn, respectivamente. Es posible, entonces, que en estos rangos compatibles con
deficiencia de Zn, la concentracion de Zn plasmatico y los niveles de FA plasmatica se
correlacionen mejor. La respuesta en ambos parametros a la suplementacion con Zn, pero sin
diferencia entre fuentes (ZnSQO,4 y un complejo Zn aminoacidos), también es citada en cerdos
alimentados con una dieta deficiente, que produjo paraqueratosis (Swinkels et al., 1996).
Aungue no existen datos comparables en ovinos, Engle et al. (1997) encontraron en terneras
alimentadas con heno con un contenido de Zn de 17 ppm, que la suplementacion con Zn pudo
incrementar los niveles de Zn y FA plasmaticos. Por otro lado, el coeficiente de variacién
promedio demasiado elevado (35,5 %) de la FA en nuestro ensayo (comparado, por ejemplo
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con el del Zn plasmatico, 11 %) puede haber conspirado contra la deteccion de diferencias
entre tratamientos, al igual que lo citado en el Capitulo II.

Aunque la deficiencia de Zn afecta distintos indicadores de la inmunidad celular y humoral
(Shankar y Prasad, 1998; Fraker et al., 2000, Haase y Rink, 2013), la mayoria de la evidencia
se encuentra en trabajos con monogastricos (ratas). La deficiencia severa de Zn afecto el
namero de linfocitos en lechones (Miller et al., 1968), pero no se han encontrado trabajos
similares en ovinos. En nuestro ensayo, con niveles de 10 ppm de Zn en la dieta basal, no
pudo apreciarse un efecto de la suplementacion sobre el nimero de leucocitos y linfocitos
circulantes, al igual que los resultados presentados en el Capitulo I1.

La falta de efecto de la dieta Basal sobre la digestibilidad aparente de la MS estd en
concordancia con la bibliografia sobre el tema en rumiantes (Miller et al., 1966; Somers y
Underwood, 1969) y con ensayos anteriores (Capitulo I1).

La mayor excrecion urinaria y la menor retencion de N en el grupo Basal, y, en
consecuencia, la respuesta a la suplementacion con Zn, observadas en el ensayo de balance
del periodo inicial, se relacionan con el importante papel que juega el Zn en la sintesis
proteica y en la eficiencia de utilizacion del N absorbido, de manera similar a lo hallado por
Somers y Underwood (1969). En el ensayo de balance del periodo final, si bien la cantidad de
N retenido no fue significativamente menor en el grupo Basal, se verificO una mayor
excrecion de N por orina, lo que respalda la hipotesis de una menor eficiencia de utilizacién
de los aminoacidos absorbidos en los animales deficientes.

El hecho de que la Digestibilidad aparente del Zn (como %) y el porcentaje de Zn retenido
presenten diferencias significativas entre el grupo Basal y los tratamientos s6lo en el segundo
periodo puede estar indicando que los mecanismos homeostaticos que se ponen en marcha en
como ajuste a una disminucion del Zn dietario necesitan, posiblemente, un cierto lapso de
tiempo para expresarse. De todas maneras, esto contrasta con el trabajo presentado en el
Capitulo 11, en el que hubo diferencias significativas entre el grupo Basal y el Suplementado,
en ambos periodos.

Los resultados observados a nivel tisular coinciden con la bibliografia, especialmente en lo
referido a los efectos de la deficiencia de Zn sobre la concentracion del mismo en higado (Ott
et al., 1965b; Miller et al., 1968) y hueso (Hoekstra et al., 1967; Swenerton y Hurley, 1968;
Suttle, 2010), pero, ademas alientan la investigacion acerca de algunos érganos (como
pancreas y rifion) que, generalmente, no son considerados en el diagndéstico de la deficiencia
de Zn. Existen evidencias de que la deficiencia de Zn puede afectar la concentracion del
mineral en estos dos ultimos o6rganos, pero los niveles dietarios usados fueron
extremadamente bajos y los animales tenian signos clinicos claros de la deficiencia (Ott et al.,
1964; Miller et al., 1966).

La falta de efecto del uso de la dieta Basal sobre la concentracion del mineral en musculo,
pulmén y testiculo fue similar a la hallada en el ensayo del Capitulo Il. A pesar de que
representa un pool importante de Zn, se ha encontrado que la concentracion de Zn en musculo
no cambia en animales deficientes (Jackson et al., 1982; Giuliano y Millward, 1984). Con
respecto a los otros dos 6rganos, la informacion es algo contradictoria. La concentracion de
Zn en pulmoén ha descendido en cabritos y terneros con deficiencia clinica de Zn, mientras
que en rifidn esto sélo sucedid en los primeros (Miller et al., 1966). Se han hallado menores
concentraciones de Zn en testiculos de animales deficientes en algunos ensayos con rumiantes
(Underwood y Somers, 1969), pero no en otros (Miller et al., 1966).
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La concentracion de Zn en lana no tuvo la sensibilidad suficiente para detectar diferencias
claras entre fuentes ni dosis de Zn, pero la comparacion del grupo Basal versus los cuatro
grupos suplementados en conjunto permitio hallar diferencias significativas. Estos resultados
contrastan con los de White et al. (1994) en los que s6lo se hallaron diferencias en este
parametro (medido a los 89 dias de ensayo) entre los corderos alimentados con 4 y 10 ppm de
Zn, pero no entre este Ultimo grupo y aquellos con dietas con mayores concentraciones.

A diferencia de lo que sucedio en el ensayo del Capitulo Il, la ausencia de efecto de la
suplementacion de Zn sobre los niveles de Cu en suero e higado, los indicadores del
metabolismo del Cu méas comunmente usados (Suttle, 2010), revelan que no existe interaccion
Zn-Cu, al menos a estos bajos niveles de suplementacion. Sin embargo, la concentracion de
Cu en lana descendié linealmente en forma significativa a medida que aumentaba la
concentracion dietaria de Zn. Si se compara el nivel alcanzado con la dieta Basal, el descenso
fue del 17 % con la adicion de 10 ppm de Zn y del 37 % con la adicion de 20 ppm de Zn
(considerando el promedio de ambas fuentes, en cada caso). No existen antecedentes de que la
concentracion de Cu en lana sea un indicador mas sensible del metabolismo del Cu, pero fue
el unico parametro medido que mostr6 alguna respuesta negativa a la suplementacion con Zn.

A partir de los resultados del balance de Zn en ambos periodos, en nuestro trabajo, y debido
a las respuestas a la suplementacion con las dos fuentes de Zn, las variables Zn aparentemente
digerido y retencion de Zn (mg/d), en el primer y en el segundo periodo de balance, al igual
que la concentracidon hepética de Zn, aparecen como pardmetros adecuados para probar la
BDR del Zn, ya que responden linealmente ante el incremento de la concentracion de dicho
mineral.

En nuestro ensayo, los valores de BDR del Zn organico probado varian de acuerdo al
parametro utilizado para su determinacién. A pesar de que el andlisis estadistico no permite
avalar la conclusion acerca de una mayor BDR del complejo Zn aminoé&cidos, puede
apreciarse una tendencia (NS) a favor de la fuente organica hacia el final del ensayo
utilizando las dos variables del balance de Zn (Zn aparentemente digerido y retencion de Zn).
Los coeficientes de variacion (entre el 12 y el 20 %) no parecen exageradamente altos,
considerando este tipo de pardmetros, pero las diferencias no llegaron a ser estadisticamente
significativas en ninguna de las cinco variables probadas, es decir aquellas en las cuales hubo
una respuesta lineal en ambas fuentes. Por esta razén, probablemente un mayor nimero de
repeticiones podria haber disminuido el valor critico para la comparacion de las pendientes, y
haber mejorado la posibilidad de deteccion de diferencias. No obstante, esto transita un
terreno especulativo, y deben planearse nuevos ensayos para someter a prueba esta hipétesis.

No existe abundancia de trabajos cientificos llevados a cabo con este complejo Zn
aminoacidos (Availa Zn, Zinpro Corporation) en rumiantes, y que sean adecuados para
contrastar con nuestros resultados. Un experimento realizado con novillos en feedlot
(Malcolm-Callis et al., 2000), en el que se compar6 la adicion de 30 ppm de Zn a partir de 3
fuentes (ZnSQO4, Zn aminoacidos y Zn polisacaridos), carecié de grupo Basal, y sus hallazgos
no pudieron sostener diferencias entre fuentes, al menos en lo referido a desempefio
productivo, caracteristicas de la res y Zn sérico. En un ensayo con novillos a pastoreo y en
feedlot, que también carecid de grupo Basal, Gunter et al. (2001) no hallaron diferencias entre
ZnSO4 y Zn aminoacidos en ganancia de peso, conversion alimenticia y Zn serico. Los
resultados de Nayeri et al. (2014) indican que la adicion de un complejo de Zn aminodacidos,
en comparacion con Zn inorganico (sulfato de Zn), puede mejorar la concentracion de
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inmunoglobulinas totales en el calostro, pero los efectos sobre produccién y composicion de
leche parecen inconsistentes.

Kegley et al. (2001) hallaron pequefias ventajas en el uso del complejo Zn aminoacidos en
terneros. Solo se encontraron mayores titulos séricos como respuesta a la vacunacion contra
virus sincicial respiratorio bovino, pero no en el caso de la vacunacion contra rinotraqueitis
infecciosa bovina y diarrea virica bovino, asi como ninguna diferencia en parametros
productivos.

En el Unico ensayo con corderos realizado con una metodologia similar a la nuestra, pero
con concentraciones farmacoldgicas de Zn, que llegaron a 1.400 ppm (Cao et al., 2000), no
pudieron demostrarse diferencias entre ZnSO, y un quelato Zn aminoécidos. Se evaluaron las
concentraciones de Zn en higado, rifion y pancreas, y los niveles de MT hepatica, y los
valores de BDR para Zn aminoécidos fueron de 103, 113, 114 y 111, respectivamente,
aunque, al igual que en nuestro ensayo, estos no fueron estadisticamente significativos.

Probablemente, en monogastricos, y, especialmente en aves, existan diferencias entre ambas
fuentes. Contrariamente a lo hallado en rumiantes, la BDR de un complejo Zn aminoacidos
similar al utilizado en nuestro ensayo (Availa Zn, Zinpro Corporation), fue un 64 % superior a
la fuente patron (ZnSO,4.7H,0) cuando se utilizd6 como parametro la concentracién de Zn en
tibia en pollos parrilleros (Star et al., 2012). En este caso los animales consumieron una dieta
basal con 33,5 ppm de Zn (con adicion de fitasas), a la que se le adicionaron 5, 10 y 15 ppm
de Zn con ambas fuentes.

Conclusiones
Dentro de las condiciones de nuestro ensayo, puede concluirse que:

- La dieta Basal de Zn administrada a corderos durante 180 dias produjo una reduccion
progresiva de los niveles de Zn plasmatico desde el primer mes. Estos niveles resultaron
significativamente diferentes a los de los de los corderos suplementados con las dos fuentes
de Zn.

- La concentracion hepética de Zn y la cantidad de Zn aparentemente absorbida y retenida
reflejaron los distintos niveles dietarios de Zn para las dos fuentes utilizadas. La utilizacién de
estas variables posibilité el calculo de la BDR.

- Otros tejidos y anexos (hueso, rifion, pancreas y lana) mostraron diferencias significativas en
la concentracion de Zn entre el grupo alimentado con la dieta Basal y los grupos
suplementados con Zn. En el caso de la lana, se vio respuesta lineal a la suplementacion con
Zn s6lo en el grupo suplementado con la fuente orgéanica de Zn.

- No pudo demostrarse fehacientemente una interaccion Zn-Cu con este tipo de dietas, ya que
solo una de las variables relevantes exploradas (concentracion de Cu en lana) mostré una
respuesta lineal significativa ante el incremento de Zn dietario.

- La BDR del complejo Zn aminoéacidos parece similar a la del ZnSO, grado alimentacion,
utilizada como fuente patron, aunque algunas tendencias halladas ameritan la realizacion de
futuros ensayos.
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Capitulo IV: Discusién general

En la actualidad, el enfoque de los nutricionistas se orienta a cubrir los requerimientos de
minerales de manera que optimicen la produccion y minimicen el efecto sobre el medio
ambiente. Esto debe lograrse con un célculo ajustado de los requerimientos, con una
estimacion adecuada del aporte de Zn dietario disponible y con el uso juicioso de fuentes
suplementarias. Los enfoques mas modernos para el calculo de requerimientos dietarios de Zn
en bovinos lecheros (NRC, 2001) y en rumiantes menores (NRC, 2007) utilizan el método
factorial. Este método consiste en calcular un requerimiento diario de Zn absorbible a partir
de la suma de los requerimientos de mantenimiento y de produccion. Una vez obtenida esa
cantidad de Zn (en mg/dia) se divide por un coeficiente de absorcion (promedio para distintas
dietas) y se obtiene un requerimiento dietario de Zn/dia. Cuando ese requerimiento diario se
divide por el consumo estimado de MS, se obtiene una recomendacion referida a la
concentracion dietaria del mineral (en ppm o mg/kg de MS). El coeficiente de absorcion de
0,15 utilizado por el NRC (2001) se basa principalmente en el trabajo de Miller y Cragle
(1965), quienes hallaron valores de absorcion verdadera de 12 % en terneros de 5 a 12 meses
de edad y del 20 % en vacas Jersey adultas, alimentados en ambos casos con heno de alfalfa y
concentrados. Estos resultados guardan relacién con el informe de Hansard et al. (1968), que
hallaron un valor de 22 + 5 % en vaquillonas cruza prefiadas y alimentadas con una dieta que
contenia 28 ppm de Zn. Neathery et al. (1973a) citaron una absorcién verdadera mas elevada
(34,8 %) en vacas Holstein en lactacién, y que consumian dietas que proveian 39,5 ppm de
Zn, de manera tal que el coeficiente de 0,15 para vacas lecheras adoptado por el NRC (2001)
podria ser demasiado conservador. EI NRC (2007) adopta coeficientes de absorcién verdadera
diferentes para cada categoria: 0,15 para ovejas adultas y 0,20 a 0,30 para corderos. Un
sistema mas ambicioso de calculo del aporte de Zn absorbible o (digestible) en rumiantes
podria seguir los lineamientos del método de la Proteina Metabolizable del NRC (2001) y del
AFRC (1993), ambos basados en el trabajo de Orskov y McDonald (1979). Para ello, seria
necesario contar con un cuerpo de investigacion que permita comprender y cuantificar la
degradacion del Zn proveniente de los alimentos a nivel ruminal, su incorporacion a la
biomasa microbiana (bacterias, protozoos y hongos anaerobios) y la disponibilidad de este Zn
(principalmente bacteriano) a nivel del intestino delgado y, ademas, la digestibilidad del Zn
proveniente del alimento no degradado en el rumen. Sintéticamente, el modelo de Zn
Digestible propuesto se presenta en la Figura IV.1. La cantidad de Zn digestible total en
intestino delgado resulta, entonces, de la suma del Zn microbiano digestible, el Zn dietario no
degradado en rumen digestible y el Zn endogeno digestible. Como se comenta en el Capitulo
I, muy pocos trabajos han explorado caminos en este sentido. Emanuele y Staples (1990)
sefialan valores contrastantes entre la alfalfa (Medicago sativa) y gramineas, como el
Cynodon dactylon, para las dos fracciones de Zn en rumen: a: 25,8 y 43,1 %, b: 53,6 y 19 %,
respectivamente. Aunque no se citan las tasas de degradacion de la fraccion b, esto parece
indicar que existen diferencias sustanciales entre los diferentes alimentos, asi como
importantes interacciones entre concentrados y forrajes (Kabaija y Smith, 1988), y amerita
una mayor atencion hacia el tema. EI Zn que se solubiliza en el rumen es tomado répida y
eficientemente por la poblacion microbiana (Kennedy et al., 1993) y una mayor proporcion de
Zn dietario tomado por los microorganismos ruminales podria mejorar la disponibilidad del
mineral a nivel intestinal, de acuerdo a las observaciones de Ivan et al. (1983). Sin embargo,



Figura IV.1. Modelo propuesto de Zn Digestible para rumiantes.
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Referencias de la Figura 1V.1:

a: Fraccion de Zn dietario rapidamente degradada en rumen.
b: Fraccion de Zn dietario potencialmente degradable en rumen.
c: Fraccion indigestible de Zn dietario.

ZnDR: Zn degradado a nivel ruminal.

ZnNDR: Zn no degradado a nivel ruminal.

ZnNDRD: Zn no degradado a nivel ruminal digestible.
EUM: Eficiencia de utilizacion microbiana.

ZnM: Zn microbiano.

ZnMD: Zn microbiano digestible.

ZnEnd: Zn enddgeno.

ZnEndD: Zn enddgeno digestible.

Dig: Digestibilidad.

ZnD: Zn digestible.

ZnDR = a + b [(Ka/kg + Kp)]
ZnNDR = b [Ky/kg + Kp)] + €

Donde:
kq: tasa de degradacion de la fraccion b (en %/h).
Kp: tasa de pasaje en rumen (en %/h).
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la informacion disponible hasta el momento es muy escasa y fragmentaria. Finalmente, habria
que incorporar al modelo la fraccion de Zn degradado o solubilizado a nivel ruminal, que no
es tomado por la poblacion microbiana, y que llega como Zn soluble (probablemente ligado a
proteinas) al intestino delgado. EIl sistema propuesto, entonces, conforma una nueva linea de
investigacion que puede permitir la comparacion mas ajustada de los requerimientos de Zn
digestible con los aportes de distintas dietas en diferentes situaciones nutricionales.

En el sentido de nuestro trabajo de investigacion, y a la luz del andlisis de los resultados
presentados en los Capitulos Il y 111, para la realizacion de futuros ensayos referidos a BDR
del Zn, podrian incorporarse algunas modificaciones:

a) En primer lugar, podria mejorarse la composicion de la dieta basal. Si bien los objetivos
perseguidos al desarrollar un modelo de deficiencia subclinica de Zn fueron alcanzados, la
dieta utilizada impuso fuertes limitaciones a la posibilidad de alcanzar un consumo de
alimento ad libitum o cercano al mismo, de manera de obtener una ganancia de peso en los
corderos similar a aquellos que consumen pasturas de alta calidad. Un mayor consumo de
alimento podria incrementar la demanda de nutrientes, y en especial de Zn, de manera que
seria méas probable una respuesta a la suplementacion en parametros productivos relevantes,
como ganancia de peso y produccion de lana. En este sentido, probablemente, una alternativa
superadora al uso de almidén de maiz comercial en polvo sea desarrollar un tipo de almidén
protegido, de baja degradabilidad ruminal, pero de adecuada digestibilidad a nivel de intestino
delgado. Otro enfoque es bajar el contenido de almidon de la dieta y utilizar una fuente de
fibra dietaria de alta degradabilidad, tal como pulpa de remolacha. Se explor6 la posibilidad
de realizar un tratamiento de la paja de trigo con hidréxido de sodio, no sélo con el objetivo
de mejorar su digestibilidad sino apuntando a un posible efecto sobre los niveles de Zn
(resultados no publicados). Todas las muestras de paja de trigo obtenidas tuvieron niveles
relativamente altos de Zn (entre 9 y 12 ppm, base MS), y no fue posible disminuir esos
niveles con dicho tratamiento con hidréxido de sodio. De esta manera, si bien el uso de paja
de trigo tratada con alcali hubiera permitido un uso menor de almidén, también hubiera
incrementado innecesariamente los niveles de Zn de la dieta basal. Otra posibilidad para ser
explorada incluye el tratamiento de las fuentes de fibra con sulfito, utilizado en el
blanqueamiento del papel o de la fibra de algodén de uso doméstico. La fibra de algodon
blangueada fue propuesta por Mills et al. (1967) y Mills (1978) para su uso en una proporcion
del 9 % de la dieta de rumiantes.

b) En segundo lugar, la dieta Basal deberia poseer una concentracion cercana a los 5 ppm de
Zn para producir un periodo de deplecion mas corto y, probablemente, una menor duracion
del experimento. El uso de dietas con niveles tan bajos de Zn debe, necesariamente, asegurar
que no afectan per se el consumo de alimento, debido a la anorexia asociada a la deficiencia
de Zn.

c) Por otro lado, pueden plantearse ensayos con 3 niveles de inclusion de Zn suplementario (5,
10 y 15 ppm) a adicionar a la dieta basal, lo cual, aunque incrementa la demanda de recursos
materiales, probablemente mejore la sensibilidad de la prueba de comparacion de pendientes.
d) También en este sentido, los estudios de BDR pueden mejorarse con un nimero mayor de
animales por tratamiento (un minimo de 6, de acuerdo a Panemangalore y Bebe, 1997),
especialmente en lo referido a aquellos parametros afectados por un mayor coeficiente de
variacion.

Otro aspecto que no ha sido suficientemente explorado en trabajos de investigacion (por
ejemplo, con cultivos de epitelio intestinal) es la posible absorcion de Zn unido a pequefios
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péptidos o bien formando un complejo Zn-aminoacido. Este es uno de los mecanismos
esgrimidos por quienes sostienen una superior biodisponibilidad de algunas formas orgénicas
de Zn (aminoatos y proteinatos), pero que no ha sido fehacientemente demostrado. Wright
(2000) midié la captacion y el transporte de Zn a partir de ZnSO, y proteinato de Zn mediante
el uso de una linea celular de adenocarcinoma humano (Caco-2). En este ensayo no pudieron
demostrarse diferencias entre las fuentes de Zn y tampoco se profundizé en las posibles
diferencias en los mecanismos de absorcion. La metionina es absorbida a nivel intestinal por
un transportador de aminoacidos neutros, denominado B°AT1 (SLC6A19), que utiliza el
cotransporte de Na* (Broer, 2008), y no existe ninguna evidencia experimental que
fundamente la posibilidad de que este aminoacido, ni ningin otro, pueda ser absorbido unido
a una molécula de Zn*". Por otro lado, Gilbert et al. (2008) han revisado los mecanismos de
absorcion de di y tripéptidos a nivel del tubo gastrointestinal. EI mecanismo principal de
captacion de estos péptidos por los enterocitos involucra un transportador llamado PepTl1,
cuyo modo de accion implica un cotransporte de H*. En este caso, se cita la posibilidad de que
algunos cationes (Zn"*, Mn"" y Cu™) puedan interactuar con la proteina transportadora para
incrementar la absorcién de péptidos (Leibach y Ganapathy, 1996), pero esto no implica que
los péptidos unidos a moléculas de Zn puedan absorberse usando el transportador.

La industria de la nutricion animal ha presentado en las ultimas décadas diferentes
alternativas de fuentes organicas de microminerales, esgrimiendo el argumento de que su
mejor biodisponibilidad permite cubrir los requerimientos nutricionales con una menor
cantidad de suplementacion dietaria, y asi disminuir sensiblemente la excrecién de minerales
por parte de los animales, lo cual posibilita aminorar el impacto sobre el medio ambiente,
especialmente en el caso de los feedlots y las grandes granjas de aves y cerdos. Si bien el
objetivo aparece como un aporte importante desde el punto de vista ambiental, ha sido
evaluado en muy escasas oportunidades, y probablemente su impacto dista mucho de los
aportes realizados a partir del uso de los aminoécidos sintéticos y la formulacion en base a
aminoéacidos digestibles en monogastricos, o del uso de las fitasas exdgenas para mejorar la
digestibilidad del fosforo (P) a partir de fuentes vegetales, también en monogastricos. Estas
son dos estrategias que realmente han contribuido a mejorar el impacto ambiental de las
grandes estructuras productivas de cerdos y aves, al reducir la excreciéon de N y P. Las fitasas
de origen microbiano son reconocidas como las enzimas exdgenas de mayor importancia en
nutricion animal (NRC, 2012). A manera de ejemplo, el uso de fitasas permite degradar a
nivel de intestino delgado de los cerdos alrededor del 50 % del P fitico y reducir la excrecion
de P entre un 42% (Lei et al., 1993) y un 49 % (Almeida y Stein, 2010). Su efecto sobre el Zn
es un poco menor, pero todavia muy significativo, ya que reduce alrededor de un 30 % la
excrecion fecal de Zn en cerdos y su uso adecuado permite suplantar unas 30 ppm de Zn a
partir de ZnSO,4 (Jondreville et al., 2005). En rumiantes, en ausencia de un efecto antagénico
de los fitatos sobre la absorcion del Zn y, por lo tanto, al no tener sentido préctico el uso de
fitasas, es aln mas imperiosa la necesidad de hallar fuentes de Zn con una Optima
disponibilidad, y generar nueva investigacion sobre el tema.

Tomados conjuntamente, los resultados de ambos trabajos que componen esta tesis
demuestran la factibilidad de la utilizacion de este tipo de metodologia, probablemente con las
modificaciones arriba apuntadas, en ensayos de BDR del Zn en rumiantes. Futuras lineas de
investigacion podrian utilizar modelos refinados de Zn digestible, a la vez que pardmetros
bioquimicos y productivos relevantes, en la comparacion de la biodisponibilidad del Zn a
partir de nuevos productos ofrecidos por la industria.
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