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RESUMEN

El objetivo de este ensayo fue estudiar el efecto de la deficiencia subclinica de Zn en ovinos
sobre los niveles plasmdticos de Zn y fosfatasa alcalina (FA), la concentracién tisular y la retencién
del mineral. Diez corderos fueron asignados aleatoriamente a dos grupos: basal (B; 10 ppm de Zn)
y suplementado con 30 ppm de Zn (Z). El ensayo se extendi6 por el término de 20 semanas, con
sangrados cada 4 semanas. En las semanas 6 y 20 se evalu6 el balance de Zn. Al final del trabajo,
se recogieron muestras de musculo, higado, pdncreas, testiculo, rinén, pulmén, hueso y lana. Los
niveles de Zn plasmitico fueron significativamente mayores en el grupo Z (0,68 pg/ml) que en el
grupo B (0,40 pg/ml), pero los niveles de FA plasmdtica fueron similares. En el primer periodo de
balance, la retencién porcentual de Zn en grupo B fue mayor (46,91 vs 26,07 %), pero la cantidad
retenida fue menor (1,66 vs 3,72 mg/dia). El segundo periodo de balance presentd resultados
similares. La concentracién de Zn en hueso fue mayor en el grupo Z (P < 0,01), con una tendencia
similar en higado (P < 0,10). El resto de las variables no difirieron entre tratamientos.
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SUMMARY

The objective of this trial was to study the effect of subclinical Zn deficiency in lambs on
plasma levels of Zn and alkaline phosphatase (ALP), tissue Zn concentration and Zn balance.
Ten lambs were randomly assigned to two groups: basal (B; 10 ppm of Zn) and supplemented
with 30 ppm of Zn (Z). The trial lasted for 20 weeks. Blood samples were collected every 4
weeks by jugular venipuncture. In weeks 6 and 20, Zn balance was evaluated. At the end of the
trial, samples of muscle, liver, pancreas, testis, kidney, lung, bone and wool were collected for Zn
determination. Plasma Zn levels were significantly higher in the Z group (0.68 pg/ml) than in the
B group (0.40 pg/ml), but ALP plasma levels did not differ between groups. In the first balance
period, the percentage Zn retention in group B was higher (46.91 vs 26.07 %) but the amount
retained was lower (1.66 vs 3.72 mg/day). The second balance period showed similar results. Bone
Zn concentration was higher in Z group (P < 0.01), with a similar tendency in liver (P < 0.10).

The rest of the parameters did not differ between treatments.

Key words: (zinc deficiency), (lambs).

INTRODUCCION

Las manifestaciones de la deficiencia de
Zn en todas las especies animales incluyen
anorexia, disminucién de la ganancia de peso,
anormalidades de la piel y sus apéndices,
desérdenes esqueléticos y reproductivos®. La
concentracién de Zn en suero o plasma es el
indicador de deficiencia mds ampliamente
utilizado’. Los niveles normales en animales
domésticos se sittian entre 0,8 y 1,2 ug/ml*. Sin
embargo, otros factores, ademds de los niveles de
Zn dietario, pueden causar una redistribucién
metabdlica y disminuir la concentracién de Zn
sérico, por ejemplo, el estrés, las infecciones
y la endotoxemia”’, complicando asi la
interpretacién de los datos.

Se han identificado varias metaloenzimas
Zn dependientes con fines diagndsticos, pero
la sensibilidad frente a una deficiencia de Zn
puede ser baja en muchas de ellas''. La fosfatasa
alcalina (FA), en suero o plasma, ha sido la
enzima Zn dependiente mds estudiada y se ha
comprobado que disminuye notablemente en
la deficiencia de Zn, a un nivel comparable al
del Zn sérico®'>*".

Una deficiencia de Zn genera una
redistribucién del mineral entre diferentes
“pooles” orgdnicos. La deficiencia clinica de
Zn en ratas, en comparacién con un grupo
control pareado por consumo, produjo una
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disminucién significativa del Zn en plasma y
en algunos 6rganos, como hueso, higado, rinén
y testiculo, pero no en musculo’, a pesar de ser
el “pool” cuantitativamente mds importante®’.

En animales domésticos y de laboratorio,
la mayoria de los trabajos relevados se han
centrado en modelos que producen una
deficiencia clinica de Zn. Por ello, resulta
de interés profundizar en el estudio de los
pardmetros mds sensibles que puedan colaborar
en el diagndstico de una deficiencia moderada
o subclinica del mineral, con potenciales
respuestas productivas a la suplementacién.

Los objetivos de este ensayo incluyeron
verificar el efecto de la deficiencia subclinica de
Zn en corderos sobre pardmetros bioquimicos,
la concentracién tisular y la retencién del
mineral.

MATERIALES Y METODOS

Diez corderos de raza Corriedale, con un
peso de 10,09 + 1,285 kg, fueron asignados
en forma aleatoria a dos grupos: basal (B) y
suplementado con Zn (Z). Ambos grupos
recibieron una dieta a base de paja de trigo
(30%), almidén de maiz (34,8%), sacarosa
(14%), albimina de huevo deshidratada
(10%), aceite de girasol (2%), urea (2%) y
nuicleo mineral-vitaminico sin Zn (4,2%). Esta
dieta fue similar a la utilizada por White ez 2.,
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con algunas modificaciones (se disminuyé el
contenido de paja de trigo, se increment6 el de
albimina de huevo y el de almidén (40%, 7,5%
y 25%, respectivamente, en dicho ensayo®, y se
suplanté el aceite de soja por el de girasol). El
alimento se administré dos veces al dia, por la
mafana y por la tarde, en forma restringida, a
un nivel que fluctué 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
sulfato de zinc monohidratado (ZnSO,.H,0),
a un nivel extra de 30 ppm de Zn, para cumplir
las recomendaciones del NRC™.

El protocolo de manejo de los animales fue
aprobado por el Comité de Etica de la Facultad
de Ciencias Veterinarias, UNLPam. Los
corderos fueron alojados en jaulas de plistico,
de 1 m x 0,5 m, con piso ranurado. El ensayo
tuvo una duracién de 20 semanas. Al inicio
del ensayo, se esquilé un drea de 80 cm?, del
flanco de cada cordero, con el objeto de medir
el crecimiento de la lana en ambos grupos.
Cada 4 semanas, se extrajo una muestra de
sangre de vena yugular, utilizindose heparina
como anticoagulante. La muestra obtenida
fue centrifugada a 2.000 rpm, durante 10
minutos, y el plasma sobrenadante se separ6 en
dos submuestras para la posterior medicién de
los niveles de Zn y FA. En la sexta y la tltima
semana del trabajo se evalué el balance de Zn.
Durante cada periodo de balance (5 dias) se
midié el alimento consumido por cada animal
y la produccién de heces y de orina, las que se
recogieron diariamente. Se tomé una alicuota
diaria de cada excreta (30 gr para heces y 20
ml para orina), y se guardaron a - 20°C hasta
su andlisis.

Al finalizar el ensayo, después del sacrificio
de los animales, se recogieron muestras de
musculo (longissimus dorsi, supraescapular y
semimembranoso), higado, pdncreas, testiculo,
rifién, pulmén, hueso (metacarpo y metatarso)
y lana para la determinacién de los niveles
de Zn, por espectrofotometria de absorcién
atémica®.

Las muestras de tejidos blandos fueron
cortadas en trozos de 1 cm’ y secadas en
estufa de flujo continuo a 100°C hasta peso

InVet Vol. 20 N° 1-2, 2018

constante. Luego, se procedié al molido de las
mismas y se tomé una submuestra de 500 mg
de cada tejido. Cada submuestra fue sometida
a una digestién 4cida con una mezcla de 2 ml
dcido nitrico (HNOs, 68% V/V), 2 ml de
dcido sulftrico (H,SO,, 98% V/V) y 2 ml de
dcido perclérico (HCIO,, 70% V/V). Una vez
terminado el proceso de digestién se llevé 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 procedid
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 h. De las cenizas obtenidas,
se pesaron 500 mg y se procedié a tratamiento
dcido y dilucién como se describié previamente.

Las muestras de lana fueron lavadas con
una solucién 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 dcida y dilucién, para su
posterior andlisis.

Para la determinacién de FA en plasma se
utilizé el método colorimétrico cinético (ALP
405 AA) propuesto por Wiener Laboratorios
(Rosario, Argentina).

Andlisis _estadistico: Los datos
analizados en un diseno completamente
aleatorio. Para las variables concentracién
de Zn y FA en plasma se utilizé6 un modelo
mixto con mediciones repetidas en el tiempo
(PROC MIXED, SAS/STAT  9.1'%%).
El modelo incluyé los efectos fijos de
tratamiento, tiempo e interaccién tratamiento
x tiempo, y el efecto aleatorio del animal
dentro de tratamiento. Se usé una estructura
de covarianza autoregresiva de orden 1 para
varianzas homogéneas (AR1). Para el resto de
las variables (concentracién tisular y balance
de Zn) se utilizd el procedimiento PROC
GLM, del mismo paquete estadistico. Los
efectos fueron considerados significativos
cuando P<0,05 y tendencias cuando P<0,10.

fueron
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RESULTADOS

a. Primer periodo de balance.

En ningtin momento del ensayo losanimales
mostraron signos clinicos de deficiencia de Zn.
El grupo Z evidencié, como era esperable, una
mayor retencién de Zn (en mg/dia) (Tabla 1).
Por el contrario, la absorcién y la retencién
porcentuales fueron mayores en el grupo B.

b. Segundo periodo de balance.

De manera similar al primer periodo,
la retencién de Zn fue mayor en el grupo
Z, mientras que la absorcién y la retencién
porcentuales fueron mayores en el grupo B

(Tabla 2).

c. Niveles de Zn y fosfatasa alcalina en
plasma.

Para la variable Zn en plasma, la interaccién
tratamiento x tiempo fue muy significativa

Tabla 1. Balance de Zn, primer periodo.

(P<0,01). Excepto para la medicién inicial, el
grupo Z tuvo mayores concentraciones de Zn
plasmdtico que el grupo B en el resto de las
mediciones a lo largo del ensayo (P<0,01). El
nivel promedio de Zn en plasma fue 0,68 pg/
ml en el Grupo Z y 0,40 pg/ml en el grupo
B (Figura 1). Sin embargo, la suplementacién
con Zn no tuvo efecto sobre los niveles de FA
en plasma (Figura 2).

d) Concentracién de Zn en érganos:

Como se observa en la Tabla 3, la
deficiencia de Zn disminuyé los niveles de
Zn, alrededor de un 30%, en ambos huesos
muestreados y tendi6 a disminuirlos en higado,
en una proporcién menor (10%).

DISCUSION

La falta de signos clinicos de deficiencia
en corderos alimentados con 10 ppm de Zn
es coincidente con lo hallado en terneros que

Variable Grupo B Grupo Z EE P

Consumo de Zn (mg/d) 3,531 14,235 -- --
Excrecién de Zn en heces (mg/d) 1,850 10,482 0,186 <0,001
Zn Aparentemente digerido (mg/d) 1,681 3,754 0,207 <0,001
Digestibilidad aparente del Zn (%) 47,64 26,35 3,940 0,005
Excrecién de Zn en orina (mg/d) 0,026 0,040 0,010 0,348
Retencién de Zn (mg/d) 1,655 3,714 0,209 <0,001
Retencién de Zn (%) 46,91 26,07 3,883 0,005

Tabla 2. Balance de Zn, segundo periodo.

Variable Grupo B Grupo Z EE P

Consumo de Zn (mg/d) 2,424 9,730 -- --
Excrecién de Zn en heces (mg/d) 0,584 6,690 0,322 <0,001
Zn Aparentemente digerido (mg/d) 1,840 3,039 0,341 0,038
Digestibilidad aparente del Zn (%) 75,92 31,18 3,836 <0,001
Excrecién de Zn en orina (mg/d) 0,179 0,183 0,038 0,938
Retencién de Zn (mg/d) 1,661 2,856 0,335 0,036
Retencién de Zn (%) 68,56 28,30 4,283 <0,001
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Figura 1. Evolucién del Zn plasmdtico en los corderos de ambos grupos experimentales (valores promedio + DE).
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Figura 2. Evolucién de los niveles de fosfatasa alcalina plasmdtica en los corderos de ambos grupos experimentales

(valores promedio + DE).

consumieron una dieta experimental a base de
pulpa de remolacha, que contenia 8,6 ppm de
Zn". En el mismo sentido, y de acuerdo a los
resultados con corderos'®, se deben conseguir
niveles menores de Zn (por ejemplo, 2,7 ppm)
en dietas semisintéticas para la aparicién de
dichos signos.

InVet Vol. 20 N° 1-2, 2018

La eficiencia de retencién y la digestibilidad
aparente del Zn fueron mayores en el grupo B,
lo que demuestra la puesta en marcha de los
mecanismos homeostiticos, relacionados con
un incremento en la eficiencia de absorcién y
una disminucién de la excrecién fecal endégena
del mineral, ya que la excrecién urinaria no
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Tabla 3. Concentracién de Zn en érganos (mg/kg MS).

Organo Grupo B Grupo Z EE P
Misculo semimembranoso 67,6 74,4 2,73 0,12
Musculo supraescapular 96,7 91,4 11,26 0,75
Musculo longissimus dorsi 66,0 64,2 2,91 0,67
Rindén 84,0 85,2 4,36 0,85
Pulmén 72,6 79,0 5,37 0,42
Higado 89,3 102,2 4,60 0,08
Testiculo 69,2 65,0 2,90 0,34
Pincreas 71,4 69,2 5,77 0,79
Metacarpo 62,2 91,3 5,37 0,005
Metatarso 62,6 90,5 5,92 0,01
Lana 84,8 104,2 11,96 0,28

cumple un rol importante®". Los resultados de
absorcién aparente de Zn (47,6% vs 26,3%)
hallados en el primer periodo de balance son
comparables con los valores de absorcién neta
informados por Neathery et al.'® y por Stake
et al.** en vacas lecheras, y con los valores de
absorcién aparente hallados por Kirchgessner ez
al?’, también en este tipo de animales.

En nuestro trabajo, la suplementacién
con Zn incrementé la retencién absoluta de
Zn en ambos periodos de balance. Kegley
y Spears® hallaron similares resultados en
corderos, cuando adicionaron 27,5 ppm de
Zn a una dieta basal que contenia 21,4 ppm
de Zn. Esto sugiere que dietas con 10 ppm de
Zn estin lejos de maximizar la retencién de
Zn en corderos. Por otro lado, los resultados
de retenci6én absoluta de Zn de los grupos B
en ambos ensayos de balance son equivalentes,
aun cuando los consumos de Zn de los animales
fueron diferentes, lo cual pone de manifiesto,
nuevamente, la adaptacién homeostdtica del
organismo frente a la deficiencia de Zn.

Nuestros resultados confirman que el Zn
plasmdtico es un indicador precoz y sensible
de deficiencia de Zn, y revelan una relacién
légica con los datos de ambos periodos de
balance de Zn. Ademis, los niveles plasmdticos
de Zn del Grupo B mostraron una tendencia

lineal decreciente, a medida que progresaba la
deplecién.

Nuestro trabajo no puede discriminar si
la menor concentracién final de Zn dseo en
el Grupo B es el resultado de un incremento
en la resorcién, una disminucién en la
deposicién o ambas simultdineamente. En
ratas en crecimiento®, se ha determinado
que entre el 10 y el 20% del “pool” éseo de
Zn puede movilizarse ripidamente en una
deficiencia marginal de Zn. En lo que parece
un patrén comin a varias especies, en lechones
alimentados con dietas deficientes en el
mineral’, se informaron pérdidas paulatinas
de Zn 6seo durante las 4 semanas del estudio.
En nuestro ensayo, los hallazgos referidos a las
concentraciones de Zn en tejidos al momento
del sacrificio de los animales, parecen confirmar,
entonces, el rol del hueso y, tal vez, del higado
dentro de los mecanismos homeostéticos frente
a una deficiencia de Zn en corderos.

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

Trabajos con ratas', cerdos'” y corderos®
informaron aumentos significativos de los
niveles de FA y de Zn sérico, causados por
la suplementacién con Zn, aunque con
niveles muy bajos del mineral en la dieta
basal. En nuestro ensayo, la falta de efectos
de la suplementacién con Zn sobre dicha
enzima, ademds de los mayores niveles de Zn
en la dieta B, puede parcialmente explicarse
debido a su falta de especificidad, ya que, por
un lado, este pardmetro 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.
Es valioso destacar que, en nuestro trabajo,
la actividad de FA siempre fue afectada por
un importante coeficiente de variacién entre
individuos. La busqueda de biomarcadores
del status de Zn y, en particular, de enzimas
Zn dependientes, sigue siendo un campo de
activa investigacién’.

CONCLUSIONES

Tomados en su conjunto, los resultados
de este ensayo demuestran consistentemente
la validez del modelo de deficiencia subclinica
de Zn, hallindose una respuesta en varios
indicadores relevantes, como balance de Zn y
concentracion plasmdtica y tisular de Zn, los
que podrian utilizarse con fines diagnésticos.
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