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RESUMEN

El objetivo de este ensayo fue estudiar el efecto del consumo de una dieta deficiente en zinc (Zn) sobre los
niveles plasmaticos, la concentracion tisular y la retencién de cobre (Cu) en ovinos. 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 Cu. Al final del trabajo, se realizd la eutanasia y se recogieron muestras de
musculo, higado, pancreas, testiculo, rifién, pulmén, hueso y lana para determinar la concentracién de
Cu. Los niveles de Cu plasmatico solo fueron mas bajos en el grupo Z en la dltima medicién. En el primer
periodo de balance, la digestibilidad aparente del Cu fue menor en el grupo Z (46,78 %) que en el grupo B
(52,76 %), mientras que la retenciéon de Cu tuvo una tendencia similar. Sin embargo, en el segundo periodo
de balance no se detectaron diferencias entre los grupos. La concentracion de Cu en higado y en lana fue
menor en el grupo Z. El resto de las variables no difirieron entre tratamientos. Estos resultados sugieren
que la deficiencia de Zn incrementa la absorcién del Cu y su concentracién en higado y lana.
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SUMMARY

The objective of this trial was to study the effect of a diet deficient in Zn on Cu plasma levels, tissue con-
centrations and mineral retention in lambs. 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, Cu balance was evaluated. At
the end of the trial, euthanasia was performed and samples of muscle, liver, pancreas, testis, kidney, lung,
bone and wool were collected to determine the concentration of Cu. Plasma Cu levels were only lower
in group Z in the last sampling. In the first balance period, the apparent digestibility of Cu was lower in
group Z (46.78 %) than in group B (52.76 %), while Cu retention had a similar trend. However, in the
second balance period, no differences were detected between the groups. The Cu concentration in liver
and wool was lower in group Z. The rest of the variables did not differ between treatments. These results
suggest that zinc deficiency increases Cu absorption and its concentration in liver and wool.

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

INTRODUCCION

Desde hace varias décadas se han reco-
nocido los efectos del antagonismo del zinc (Zn)
sobre la absorciéon y el metabolismo del cobre
(Cu), tanto en el hombre como en los animales do-
mésticos®. Ott et al.'>'3 hallaron que la adicién de
1.000 ppm de Zn como 6xido de Zn (ZnO) en la
dieta de corderos en crecimiento produce dismi-
nucidon de la eficiencia de conversion alimenticia
y de los niveles de Cu en suero, y que la adicién de
2.000 ppm de Zn, disminuye la ganancia de peso
y los depositos de Cu en higado. Aunque estos au-
tores no hallaron efectos negativos con la adicién
de 500 ppm de Zn, Saylor y Leach?® demostraron
que estos niveles pueden producir una disminu-
cion del Cu y de la actividad de la ceruloplasmina
en plasma cuando la concentracién de Cu dietario
es relativamente baja. El limite maximo tolerable
de Zn en alimentos para ovinos ha sido fijado en
300 mg/kg MS, unas diez veces el requerimien-
to!l. Sin embargo, no se ha establecido una méaxi-
ma relacion dietaria Zn/Cu, como se ha estudiado
para otros antagonistas del Cu, como el molibdeno
(Mo) y el hierro (Fe)*™.

El Zny el Cu se absorben en intestino del-
gado por mecanismos diferentes. La absorcidn del
Zn involucra a dos proteinas: Zip4 en membrana

apical y ZnT1 en membrana basolateral®, mientras
que la absorcién de Cu se realiza a través de los
transportadores CTR1 y, secundariamente, DMT1
en membrana apical y ATP7A en membrana ba-
solateral*. De esta manera, es improbable que la
interaccidn Zn-Cu se produzca a este nivel. La hi-
potesis dominante durante muchos afnos® sostenia
que el alto consumo de Zn induce la sintesis de
metalotioneina (MT) en la mucosa intestinal, la
que se une al Cu y reduce su movimiento hacia la
circulacion. Esta hipotesis fue confrontada poste-
riormente por Reeves'’, que sugiere que la induc-
ciéon de la MT intestinal puede ser una estrategia
de corto término para disminuir la absorciéon de
algunos metales, pero que otros mecanismos mas
eficientes son puestos en marcha en exposiciones
de largo término. Por otro lado, debido a que los
ovinos son especialmente susceptibles a la intoxi-
cacion crénica con Cu®?, el Zn se ha utilizado con
fines preventivos, ya que induce también la sinte-
sis de MT en higado y facilita asi la secuestracion
de Cu y su excrecion biliar?.

En animales de interés productivo y de
laboratorio, pocos ensayos han explorado las po-
sibles interacciones entre Zn y Cu en el rango de
concentraciones mas cercanas a las naturalmente
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halladas en los alimentos, o bien, cuando los nive-
les de Zn son deficientes, lo que podria, en algin
grado, incrementar la absorcion de Cu. El presente
trabajo es parte de un ensayo en el que se utilizé
un modelo de deficiencia de Zn, cuyos resultados
fueron publicados en forma parcial'**> y que ha
demostrado producir una disminucién de varios
parametros, como la concentracién de Zn en plas-
ma y hueso, la retencion de Zn y de nitrégeno y la
produccion de lana en ovinos.

Los objetivos de este ensayo incluyeron
verificar el efecto del consumo de una dieta defi-
ciente en Zn en corderos sobre los niveles plasma-
ticos y tisulares de Cu y la retencién del mineral.

MATERIALES Y METODOS

Diez corderos de raza Corriedale, machos,
de 75 dias de edad y con un peso de 10,09 + 1,285
kg, fueron asignados en forma aleatoria a dos gru-
pos, de acuerdo al nivel de Zn en la racion: basal
(B) y suplementado con Zn (Z). Ambos grupos
recibieron una dieta compuesta, en base materia
seca (MS), por: 30 % de paja de trigo, 34,8 % de al-
midon de maiz, 14 % de sacarosa, 10 % de albtimi-
na de huevo deshidratada, 2 % de aceite de girasol,
2 % de urea y 4,2 % de nucleo mineral-vitaminico
sin Zn. La dieta B contenia 10 ppm de Zn, base MS,
y la dieta Z fue la misma, pero suplementada con
sulfato de zinc monohidratado (ZnS04.H20), a un
nivel extra de 30 ppm de Zn, para cumplir con las
recomendaciones del NRC!.. Ambas dietas fueron
formuladas para alcanzar 10 ppm de Cu y conte-
nian, en promedio, 0,20 % de azufre (S), 94 ppm
de Fe y 0,7 ppm de Mo. El alimento se administré
dos veces al dia, por la mafiana y por la tarde, en
forma restringida, a un nivel que fluctué entre el
2,7 y el 3 % del peso de los animales.

El protocolo de manejo y de eutanasia de
los animales fue aprobado por el Comité de Etica
de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLPam.
Los corderos fueron alojados en jaulas de plastico,
de 1 m x 0,5 m, con piso ranurado. El ensayo tuvo
una duracion de 20 semanas. Al inicio del experi-
mento, se esquil6é un area de 80 cm? del flanco de
cada cordero para obtener, al finalizar el ensayo,
una muestra de lana correspondiente al perio-
do experimental y medir la concentracién de Cu.
Cada 4 semanas, se extrajo una muestra de sangre
de vena yugular, utilizdndose heparina como anti-
coagulante. La muestra obtenida fue centrifugada

a 2.000 rpm, durante 10 minutos, y el plasma so-
brenadante se separé para la posterior medicién
de los niveles de Cu. En la sexta y la tltima semana
del trabajo se evaluaron la cantidad de Cu aparen-
temente digerido y el balance de Cu, de acuerdo a
las siguientes formulas (todo en mg/dia):

Cu aparentemente digerido = Cu consumido -
Cu excretado en heces

Retencion de Cu = Cu consumido - (Cu excretado
en heces + Cu excretado en orina)

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 y pesaron diariamente. Se tomé una
alicuota diaria de cada excreta (30 g para heces y
20 ml para orina), las que se guardaron a -20 °C
hasta su analisis.

Al finalizar el ensayo se realiz6 la eutana-
sia delos animales por exanguinacion, previa anes-
tesia con pentotal sédico. Se recogieron muestras
de musculo (longissimus dorsi, supraescapular y
semimembranoso), higado, pancreas, testiculo,
rifiéon, pulmon, hueso (metacarpo y metatarso) y
lana (de la porcién esquilada al inicio del ensayo)
para la determinacion de los niveles de Cu, por es-
pectrofotometria de absorcion atémicat®.

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 procedié al molido de las mismas y se
tomé una submuestra de 500 mg de cada tejido.
Cada submuestra fue sometida a una digestién aci-
da con una mezcla de 2 ml acido nitrico (HNO3,
68 % V/V), 2 ml de acido sulfurico (H2S04, 98 %
V/V)y 2 ml de acido percldrico (HCIO4, 70 % V/V).
Una vez terminado el proceso de digestion se llevd
aun 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 procedié de acuerdo a lo
descripto para tejidos blandos.

Las muestras de hueso fueron desengra-
sadas con acetona, durante 48 h, 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 acido y dilu-
cién 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
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agua deionizada, fueron secadas a 60 °C. Una sub-
muestra de 500 mg de cada una fue sometida a di-
gestion acida y dilucion, para su posterior analisis.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados en un disefio
completamente aleatorio. Para la variable concen-
tracion de Cu en plasma se utilizé un modelo mix-
to con mediciones repetidas en el tiempo (PROC
MIXED, SAS/STAT 9.1)%%. El modelo incluyé los
efectos fijos de tratamiento, tiempo e interacciéon
tratamiento x tiempo, el efecto aleatorio del ani-
mal dentro de tratamiento y el error experimental.
Se usé una estructura de covarianza autorregresi-
va de orden 1 para varianzas homogéneas (AR1).
Para el resto de las variables (concentracion tisu-
lar y balance de Cu) se utiliz6 el procedimiento

PROC GLM, del mismo paquete estadistico, con un
modelo que incluyé el efecto fijo de tratamiento y
el error experimental.

RESULTADOS

a. Primer periodo de balance.

Por disefio, el consumo de Cu no difirié entre gru-
pos (P=0,249). Aunque las diferencias numéricas
no fueron grandes (52,8 % vs 46,8 %), hubo un
efecto estadisticamente significativo (P<0,05) de la
adicion de Zn sobre la digestibilidad aparente del
Cu (Tabla 1), mientras que la retencién porcentual
de Cu tendi6 (P<0,10) a ser menor en el grupo Z.

b. Segundo periodo de balance.

Como se observa en la Tabla 2, los efectos sobre
la retencién de Cu no se repitieron en el segundo
ensayo de balance.

Tabla 1. Balance de Cu en corderos alimentados con una dieta basal (B) o suplementados con 30 ppm de Zn (Z).

Primer periodo.

Variable Grupo B Grupo Z EE P

Consumo de Cu (mg/d) 3,531 3,559 0,022 0,249
Excrecion de Cu en heces (mg/d) 1,668 1,893 0,069 0,011
Cu aparentemente digerido (mg/d) 1,863 1,666 0,082 0,043
Digestibilidad aparente del Cu (%) 52,758 46,784 2,124 0,023
Excrecién de Cu en orina (mg/d) 0,096 0,060 0,024 0,171
Retencion de Cu (mg/d) 1,768 1,605 0,096 0,131
Retencion de Cu (%) 50,04 45,08 2,523 0,085

Tabla 2. Balance de Cu en corderos alimentados con una dieta basal (B) o suplementados con 30 ppm de Zn (Z).

Segundo periodo.

Variable Grupo B Grupo Z EE P

Consumo de Cu (mg/d) 2,424 2,432 0,014 0,542
Excrecidn de Cu en heces (mg/d) 0,741 0,642 0,065 0,168
Cu Aparentemente digerido (mg/d) 1,682 1,790 0,075 0,192
Digestibilidad aparente del Cu (%) 69,38 73,57 2,772 0,169
Excrecién de Cu en orina (mg/d) 0,078 0,053 0,020 0,251
Retencién de Cu (mg/d) 1,604 1,737 0,082 0,148
Retencién de Cu (%) 66,15 71,39 3,140 0,134
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c. Niveles de Cu en plasma.

De acuerdo a la interaccién Tratamiento x Tiempo
(P<0,10) graficada en la Figura 1, los niveles de Cu
plasmatico solo fueron afectados por la suplemen-

tacién con Zn en la tltima medicion (P<0,01),enla
que los grupos By Z presentaron valores de 0,88 y
0,54 mg/1, respectivamente.

1,8
16 ——B
14 | R
- NS /\
= 1,2 ‘T
3 RN
— 1 1 -
E NS \l\/{ *k
208 1
B NS NS NS
s 0,6 T
2 o
0,4
0,2
0
0 4 8 12 16 20
Semanas

Efectos: Tratamiento: P= 0,054, Tiempo: P<0,01; Tratamiento x Tiempo: P=0,087.

Figura 1. Medias (* DE) de la evolucion del Cu plasmatico en corderos alimentados con una dieta basal (B) o
suplementados con 30 ppm de Zn (Z).

d. Concentracion de Cu en érganos
Como se observa en la Tabla 3, el grupo B presen-
t6 mayor concentracién de Cu en higado (P<0,05)

y en lana (P<0,01), con una tendencia en sentido
inverso en pancreas.

Tabla 3. Concentracién de Cu en 6rganos (mg/kg MS) de corderos alimentados con una dieta basal (B) o suplemen-

tados con 30 ppm de Zn (Z).

Organo Grupo B Grupo Z EE P

Miusculo semimembranoso 4,78 7,38 1,628 0,149
Musculo supraescapular 6,54 8,34 2,137 0,424
Musculo longissimus dorsi 6,70 5,28 1,609 0,403
Rifién 13,94 15,24 1,588 0,437
Pulmén 17,64 14,30 4,495 0,479
Higado 227,80 132,10 32,554 0,019
Testiculo 8,12 7,74 1,425 0,796
Pancreas 6,64 8,44 0,876 0,074
Metacarpo 5,94 5,34 0,930 0,537
Metatarso 5,29 4,88 0,593 0,509
Lana 9,26 6,54 0,716 0,005
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DISCUSION

En nuestro trabajo, en el primer periodo
de balance, la suplementacion con Zn disminuyé
la absorcion aparente de Cu y tendi6 a disminuir la
retencién del mismo. Este efecto antagdnico, aun-
que pequefio, contrasta con lo hallado en situacio-
nes de alimentacion pastoril, en las que son mas
importantes otros antagonistas del Cu (Mo, Fe y
S)%. Sin embargo, estos resultados no pudieron
ser corroborados en el segundo ensayo de balan-
ce. En otro trabajo similar, una suplementacién de
30 ppm de Zn, en corderos alimentados con una
dieta a base de forrajes que contenian entre 15y
23 ppm de Zn, no modifico los niveles de Cu plas-
matico, la absorcién aparente de Cu ni la retencion
de Cu, pero este ensayo fue de una duracion rela-
tivamente corta (42 dias)’. En un ensayo de 150
dias®, la adicién de una cantidad moderada de Zn
(20 ppm) no tuvo efecto sobre el Cu sérico ni el
balance de Cu. Sin embargo, la dieta del grupo
control contenia 34 ppm de Zn, cantidad que cu-
bre los requerimientos de Zn, de acuerdo al NRC'™.
Aliarabi et al.! tampoco encontraron efectos de la
suplementaciéon con 40 ppm de Zn en corderos
sobre Cu plasmatico, absorcién aparente de Cu y
retencién de Cu, en un estudio en el que la dieta
control contenia 22,5 ppm de Zn.

La menor concentracion de Cu plasmatico
en el grupo Z con respecto al B en la dltima me-
dicion, sumado a la menor concentracién del mi-
neral en lana, podria suponer el efecto de una de-
plecién progresiva de las reservas hepaticas de Cu,
asociado con los menores niveles de Cu en higado
hallados al finalizar el ensayo en el grupo Z. Sin
embargo, de acuerdo a la bibliografia?!, la concen-
tracién de Cu en higado esta por encima de la indi-
cativa de una deficiencia del mineral y no deberia
haberse reflejado, por lo tanto, en un descenso de
la cupremia. En este sentido, seria de interés ex-
plorar en futuros experimentos si el nivel de Cu
hepatico para sostener una cupremia normal es
mas elevado en ovinos en crecimiento.

A pesar de que existen trabajos que falla-
ron en demostrar una interaccién Zn x Cu en ovi-
nos, todos ellos utilizaron dietas basales con nive-
les mayores a los usados en nuestro estudio. En un
ensayo similar al nuestro?? la adiciéon de Zn a una
dieta basal que contenia 4 ppm de Zn disminuy6
linealmente la concentraciéon de Cu en lana. Sin
embargo, estos autores no midieron Cu hepatico o

sérico. La discrepancia entre los resultados alcan-
zados en los ensayos con ovinos puede obedecer,
al menos en parte, a la concentracién de Zn en la
dieta basal contra la que se realizan las compara-
ciones. Es probable, entonces, que sean necesarios
niveles de 4 a 10 ppm de Zn (un rango de deficien-
cia dietaria del mineral) para producir mejoras
en la eficiencia de absorcion del Cu. En qué grado
este aumento en la absorcion puede predisponer a
una intoxicacién crénica con Cu es un aspecto que
amerita ser indagado. Contrariamente, una suple-
mentacién moderada de Zn por encima de niveles
cercanos a los requerimientos (20 a 30 ppm de
Zn) no parece producir efectos significativos so-
bre la absorcion del Cu.

CONCLUSIONES

Tomados en su conjunto, los resultados
de este ensayo indican que la deficiencia de Zn
en ovinos puede mejorar la absorcion del Cu e
incrementar su concentracién en higado y lana,
aunque resta profundizar acerca de su relevan-
cia biolégica y productiva.
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