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CONSECUENCIAS PRODUCTIVAS Y REPRODUCTIVAS DE LA

DEFICIENCIA DE ZINC EN BOVINOS

Palabras claves: zinc, deficiencia mineral, rumiantes, ganancia diaria de peso,

reproduccion.

RESUMEN

El presente trabajo consistid6 en evaluar las consecuencias productivas y
reproductivas de la deficiencia de zinc (Zn) en bovinos de produccion de carne en la
Cuenca Deprimida del Rio Salado (CDRS). Los objetivos fueron: 1) evaluar el estatus de
Zn en vacas de la CDRS; 2) evaluar la asociacion del estatus de Zn con la concentracion
de Zn en el suelo y forraje; 3) evaluar el efecto de la suplementacion parenteral con Zn
sobre la ganancia diaria de peso (GDP) en terneros al pie de la madre o al ingreso de un
engorde a corral, y 4) sobre el porcentaje de prefiez en vacas bajo un protocolo de
inseminacion artificial a tiempo fijo; 5) evaluar el efecto de la suplementacion con Zn en
el medio de fecundacion in vitro (FIV) sobre la calidad espermatica y el desarrollo
embrionario. Se utilizaron bovinos clinicamente sanos, en los que se determiné el estatus
de Zn por medio de la zincemia. También, se utilizd6 como modelo experimental la
produccion in vitro de embriones a partir de ovocitos obtenidos de ovarios bovinos de
frigorifico. Los resultados mostraron que: 1) el 31,4% de las vacas presentaron
deficiencia de Zn, 2) no hubo asociacion entre la concentracion de Zn en el plasma
bovino, suelo y forraje, 3) la suplementacion con Zn no modificé la GDP en terneros, 4)
pero aumento la tasa de prefiez en vacas y 5) la suplementacion con Zn en el medio de
FIV mejord la calidad espermatica sin modificar el desarrollo embrionario temprano.
Segun los resultados obtenidos se evidencia que existe deficiencia de Zn en bovinos de la

CDRS, que la suplementacion parenteral con Zn mejora la performance reproductiva en
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vacas de cria y, por ultimo, que la suplementacion con Zn en el medio de FIV mejora la

calidad espermatica.
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PRODUCTIVE AND REPRODUCTIVE CONSEQUENCES OF ZINC

DEFICIENCY IN CATTLE

KEY WORDS: zinc, mineral deficiency, beef cattle, average daily gain, reproduction.

SUMMARY

The present thesis consisted of evaluating the productive and reproductive
consequences of zinc (Zn) deficiency in beef cattle from the Salado River basin (SRB).
The objectives of the work were: 1) to assess Zn status in cows from the SRB, 2) to
evaluate the association of cattle Zn status with soil and forage Zn concentration, 3) to
evaluate the effect of parenteral Zn supplementation on average daily gain (ADG) in
calves with their dams or at feedlot arrival and 4) on pregnancy rates in cows undergoing
fixed-time artificial insemination protocol, and 5) to evaluate the effect of Zn
supplementation to in vitro fertilization (IVF) medium on sperm quality and early embryo
development. Clinically healthy bovines were used, in which the Zn status was
determined by plasma Zn concentration. The in vitro production of embryos from oocytes
obtained from slaughterhouse bovine ovaries was used as an experimental model. The
results obtained showed that: 1) 31.4% of cows had zinc deficiency, 2) there was no
association between bovine plasma, soil and forage Zn concentration, 3) parenteral Zn
supplementation did not affect ADG in calves, 4) but increased the cow pregnancy rate,
and 5) Zn supplementation to the IVF medium improved sperm quality but did not
modify early embryo development. The current results confirm Zn deficiency in SRB
beef cattle. They also indicate that parenteral Zn supplementation can be a useful tool to
improve reproductive rates in cows. Furthermore, Zn supplementation to IVF medium

improves sperm quality.



CAPITULO 1

RELEVAMIENTO DE CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE ZINC EN

BOVINOS DE LA CUENCA DEPRIMIDA DEL RiO SALADO

1.1 INTRODUCCION

La produccion de bovinos de carne es una de las principales actividades
agropecuarias de la Provincia de Buenos Aires. Esta provincia aporta el 34% del ganado
bovino para carne del pais, con mas 15,7 millones de cabezas (Rossanigo y col., 2012).
La mayor densidad de bovinos de la provincia se encuentra en la region productiva
denominada Cuenca Deprimida del Rio Salado (CDRS) (SENASA, 2015). La CDRS
tiene una produccién anual de terneros cercana a los 2 millones de cabezas, lo que
representa el 34% de la existencia provincial y el 17% de la nacional, lo que la convierte
en la principal zona de cria de terneros del pais (Némoz y col., 2013). Esta region se
encuentra en el centro este de la provincia, y si bien no tiene una delimitacion
rigurosamente definida, estd compuesta por mas de veinte partidos. Los principales
partidos que la componen son: Ayacucho, Azul, Castelli, Chascomus, Dolores, General
Alvear, General Belgrano, General Guido, General Lavalle, General Madariaga, General
Paz, Las Flores, Lezama, Lobos, Magdalena, Maipu, Pila, Punta Indio, Rauch, Roque
Pérez, Saladillo, San Miguel del Monte, Tapalqué y Tordillo (Mattioli, 1998; Némoz y
col., 2013; Ministerio de Agroindustria, 2015). Esta region es una extensa llanura
anegable, debido a la poca pendiente y problemas de drenaje, con clima templado
htimedo y un promedio de precipitaciones anuales proximo a los 1000 mm (Otondo,
2011; Rojas y col., 2011). Como su nombre lo indica, la CDRS drena sus aguas
superficiales principalmente al rio Salado, aunque también cuenta con otros cauces

naturales que realizan el drenaje de la zona, como el rio Samborombén y los arroyos



Langueyu, Tandileof y Chelforé (Ministerio de Obras Publicas, 2010; Scarpati y
Capriolo, 2013).

La produccion ganadera de la zona es de tipo extensiva, en la cual la alimentacién
de los bovinos depende en un 75% de pastizales naturales, seguido de pasturas
implantadas y verdeos, con muy poca participacion de suplementaciéon con alimentos
concentrados (Vazquez y col., 2008; Faverin y Machado, 2019). El hecho de que haya
una baja implementacion de la suplementacion, condiciona a los animales a que reciban
del forraje verde los nutrientes necesarios para un adecuado desempefio productivo.
Dentro de estos nutrientes se encuentran los microminerales, es decir, minerales
esenciales que se requieren en pequefias cantidades, en el orden de los miligramos por
dia, como es el caso del cobre (Cu), el selenio, el manganeso, el iodo, el cobalto, el hierro
y el zinc (Zn) (Mattioli, 2019a). La concentracion de microminerales en el forraje
depende de muchos factores, como la concentracion del mineral y el pH en el suelo, su
solubilidad, la especie forrajera y el estado fenologico del forraje, entre otros (Nicholas,
1975; Robson, 1993; Tyler y Olsson, 2001). Si la concentracion de estos minerales en el
forraje es menor a la requerida por los animales, sobrevienen los cuadros de deficiencias
(Suttle, 2010). Para el caso del Zn, si bien no estan del todo definidos los requerimientos
en bovinos en pastoreo, la concentracion en la pastura debe ser de al menos 30 mg/kg de
materia seca (MS) (NRC, 2016). El Zn es un mineral esencial ya que cumple un rol
estructural, catalitico y regulatorio de la actividad celular (Levaot y Hershfinkel, 2018).
En este sentido, mas de 2800 proteinas son dependientes de Zn, entre ellas mas de 300
metaloenzimas y alrededor del 10% de las proteinas asociadas a la transcripcion génica
(Tapiero y Tew, 2003; Andreani y col. 2006; Andreani y Bertini, 2012). Las enzimas
dependientes de Zn cumplen funciones muy variadas y forman parte de la mayoria de las
vias metabdlicas del organismo (Vallee y Falchuk, 1993; Kambe y col., 2015;
Olechnowicz y col, 2018). Este mineral, por ejemplo, es necesario para la division y

diferenciacion celular, ya que participa en la sintesis y en la transcripcion del ADN (Valle



y Falchuk, 1993; Bonaventura y col., 2015). Actia en la defensa antioxidante, debido a
que forma parte de la enzima Cu/Zn superoxido dismutasa (Cu/Zn-SOD), induce la
sintesis de proteinas con capacidad antioxidante como la metalotioneina, y compite por
los sitios de unién en las membranas bioldgicas con otros metales que inducen
peroxidacion (Lee, 2018). El Zn interviene en la respiracion celular y en el equilibrio
acido base ya que cumple un rol catalitico en la enzima anhidrasa carbonica (Lindskog,
1997). Por todo lo expuesto, no resulta llamativo que la deficiencia de este mineral genere
consecuencias variadas tales como alopecia, paraqueratosis, fallas en la respuesta inmune,
alteraciones en la funcion reproductiva y alteraciones en el crecimiento reflejadas como
bajas ganancias de peso (Taneja y Kaur, 1990; Engle y col., 1997; Ibs y Rink, 2003;
Alsaad y col., 2006; Suttle, 2010; Fallah y col., 2018).

Si bien, para determinar el estatus de Zn en animales se han utilizado diversos
indicadores, como la concentracion de Zn en tejidos como pelo e higado, o la actividad de
las enzimas dependientes de Zn como la fosfatasa alcalina; la concentracion plasmatica
del mineral es el mas utilizado debido a su practicidad (Kincaid, 1999; Herdt ahd Hoff,
2011). Existe acuerdo en considerar normal a valores de zincemia (concentracion
plasmatica o sérica) por encima de 90 pg/dL, mientras que valores menores a 80 pg/dL
indicarian carencia, dejando entre ambos un rango de carencia marginal (Enjalbert y col.,
2006; Mattioli, 2019a). Si bien en la CDRS existen antecedentes de forrajes con
concentraciones de Zn por debajo de lo requerido por los bovinos (Cseh y col., 1997;
Ramirez y col., 1998), poco se conoce acerca del estatus de Zn en el ganado de dicha
region.

La hipotesis de este trabajo es que existe carencia de Zn en bovinos de la CDRS.
Por lo tanto, el objetivo fue evaluar la concentracion plasmatica de Zn en vacas de cria,

en distintos partidos que componen la CDRS.



1.2 MATERIALES Y METODOS

Las practicas en animales fueron aprobadas bajo el Protocolo para el Uso de
Animales de Investigacion Cientifica (Identificacion interna N°® 51-5-15T) del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Universidad Nacional de La Plata.

Se realizo un estudio observacional, entre enero de 2015 y diciembre de 2019, en
110 establecimientos de cria bovina pertenecientes a 20 Partidos de la CDRS. Los
establecimientos seleccionados realizaban, al momento del muestreo, una producciéon de
cria extensiva, sin suplementacion oral de minerales. Se tomaron muestras de sangre de
un total de 1078 vacas (entre 7 y 12 animales por establecimiento) con al menos un parto
en su vida y clinicamente sanas.
1.2.1 Muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron tomadas con ayuda de los médicos veterinarios
particulares de los establecimientos. La extraccion se realizd de la vena yugular con
agujas y jeringas estériles nuevas y depositadas en tubos plasticos con heparina sddica
como anticoagulante, previamente lavados con detergente no iénico y en una solucion de
acido nitrico al 5% (v/v). Las muestras fueron remitidas refrigeradas dentro de las 12
horas de la extraccion al Laboratorio de Nutricion Mineral de la Facultad de Ciencias
Veterinarias (FCV) de la Universidad Nacional de La Plata, o seglin la cercania, a uno de
los tres laboratorios que colaboraron con este trabajo (Laboratorio Regional Rauch,
partido de Rauch; Bazkos Viejos, partido de General Madariaga; o CSG, Laboratorio de
Diagnostico Veterinario, partido de Lezama).
1.2.2 Procesamiento de las muestras

El primer paso (el unico realizado en los laboratorios colaboradores) consistio en
la separacion del plasma por medio de centrifugacion a 3000 rpm x 5 minutos. Una vez
obtenido el plasma se depositd en viales plasticos nuevos y se conservo a -20°C, para su

posterior envio con refrigeracion a la FCV para continuar con su procesamiento. Para la



determinacion de la concentracion de Zn, el plasma fue desproteinizado con acido
tricloracético al 10% (p/v) y centrifugado a 5000 rpm x 10 minutos. Con el sobrenadante
obtenido se determind la concentracion de Zn por espectrofotometria de absorcion
atomica de llama (AAnalyst 200 — PerkinElmer, AAS, International Equipment Trading
Ltd., Mundelein, USA). Para el procedimiento se utilizaron estandares internos de 0, 50,
100 y 200 pg/dL de Zn.

1.2.3 Analisis estadistico

Para explicar la variacion en la zincemia se realizé una regresion lineal con el
procedimiento MIXED del programa de analisis estadistico SAS (SAS 9.4, Inst. Inc.). Las
variables que se utilizaron para explicar la variacion de la zincemia fueron el afio de
muestreo (2015, 2016, 2017, 2018 y 2019), la estacion del afio (invierno, primavera,
verano y otofo), la region de drenaje de las aguas superficiales a la cual pertenecen los
partidos relevados (Region de los rios Salado y Samboromboén, y Region Atlantica
Oriental; Figura 1.1) y la interaccion entre las dos ultimas (estacion del afio * region de
drenaje). La Region de los rios Salado y Samborombon estd compuesta por los partidos
que drenan sus aguas superficiales a los rios Salado y Samborombon, y a los arroyos Las
Flores, Azul y Tapalqué, mientras que la Region Atlantica Oriental estd compuesta por
los partidos que drenan sus aguas superficiales a los arroyos Langueyu, Tandileofu y
Chelfor6 (Ministerio de Obras Publicas, 2010).

Los animales dentro de cada rodeo se clasificaron segun sus valores de zincemia
en normales > 90 y deficientes < 90 pg/dL (Enjalbert y col., 2006). La proporcion de
animales deficientes se analizd a través de un modelo de regresion logistica con el
procedimiento GLIMMIX de SAS, en el cual se utilizdo una distribuciéon binomial y
enlace Logit. Como variables explicativas también se utilizaron el afio de muestreo, la
estacion del afio, las regiones de drenaje y la interaccion entre las dos ultimas (estacion

del aflo * region de drenaje).



Se realizaron modelos univariados para determinar que variables explicativas se
ofrecieron a los dos modelos multivariados finales, para lo cual se seleccionaron las
variables que tuvieron un valor de P < 0,15. Se quitaron manualmente del modelo
multivariado final aquellas variables con P > 0,1. Se consider¢ significativo un valor de P

< 0,05 y se consideraron tendencias valores de P <0,1.

Figura 1.1. Partidos relevados de la Cuenca Deprimida del Rio Salado, divididos en dos

regiones de desagiie natural (rio o arroyo) de aguas superficiales.

La Region de los rios Salado y Samboromboén (gris claro) esta comprendida por los
partidos que drenan sus aguas superficiales hacia los rios Salado y Samboromboén, y hacia
los arroyos Las Flores, Azul y Tapalqué. La Region Atlantica Oriental (gris oscuro) esta
comprendida por los partidos que drenan sus aguas superficiales a los arroyos Langueyu,
Tandileoft1 y Chelfor6 (Ministerio de Obras Publicas, 2010).

1.3 RESULTADOS
La media general de las zincemias considerando todos los rodeos fue de 102,8 +

16,4 pg/dL. En promedio, el 31,4% de las vacas de cada rodeo presentaron valores de



deficiencia (< 90 pg/dL). Las zincemias se vieron afectadas solamente por la estacion del
afno (P <0,01). El resto de las variables explicativas fueron removidas del modelo final de
evaluacion (P > 0,1). En otofio la media de la zincemia fue mayor que en invierno y
verano (P < 0,01), y en la primavera las zincemias fueron superiores a las observadas en
invierno (P = 0,04; Figura 1.2).

Con respecto al porcentaje de animales deficientes, la estacion del afio tendi6 a
modificarlo (P = 0,1). Durante el otofilo hubo un porcentaje menor de animales deficientes
en el rodeo comparado con los valores de invierno (21,3 y 47,7%, respectivamente, P =
0,03; Figura 1.3). El resto de las variables explicativas no fueron utilizadas en el modelo

final de evaluacion (P > 0,1).

Figura 1.2. Efecto de la estacion del afio sobre la concentracién plasmatica de zinc

(ug/dL) de vacas de cria de la CDRS
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Figura 1.3. Efecto de la estacion del afio sobre el porcentaje de animales con estatus

plasmatico deficiente de Zn.
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Se consideraron animales deficientes aquellos que tuvieron una concentracion de Zn en
plasma menor a 90 pg/dL.
1.4 DISCUSION

Tanto las zincemias como el porcentaje de animales deficientes dentro del rodeo
se comportaron de manera similar en los distintos afios de estudio. Lo mismo sucedioé con
la distribucion espacial de estas dos variables, ya que tanto en la Region de los rios
Salado y Samboromboén como en la Region Atlantica Oriental se observaron valores
similares de zincemias y porcentaje de animales deficientes. Si bien esta division se
realizd de manera arbitraria, ya que no existen antecedentes que permitan inferir
diferencias entre estas regiones, nos permite interpretar que el estatus de Zn de los rodeos
de la CDRS se comporta de manera similar en su extension.

El hecho de que las zincemias varien segln las estaciones del afio podria estar
reflejando cambios estacionales en las concentraciones de Zn en el forraje. En este

sentido, se han reportado variaciones estacionales en la concentracion de Zn en forrajes

en diferentes paises, aunque lamentablemente no coinciden entre si. En Argentina, en la



provincia de Formosa, Bernardis y col. (2005) reportaron que las concentraciones de Zn
en pastizales en otofio fueron mayores que en verano. En Uruguay, con un sistema de cria
similar a la CDRS, Pittaluga Rossi (2018) informd que la concentracion de Zn en los
pastizales fue mayor en invierno y primavera, mientras que Ungerfeld (1998), en el
mismo pais, reportd concentraciones mayores de Zn en el periodo otofio-invernal. En
Noruega, Brekken y Steinnes (2004) observaron que algunas especies forrajeras
contenian mayores concentraciones de Zn en primavera. Si bien no hay un patron claro de
variacion segun las estaciones climaticas, cambios en las concentraciones de Zn en el
forraje a lo largo del afio podrian explicar, al menos en parte, las variaciones observadas
en el estatus de Zn en las vacas de la CDRS.

Los requerimientos de minerales pueden variar en funcion del estado fisiologico
en el que se encuentren las vacas (Mattioli, 2019a). En el invierno el porcentaje de
animales deficientes por rodeo fue mayor que en el otofio. El invierno, es la época de
pariciones en la region, ya que entre el 50 y el 80% de los establecimientos (dependiendo
el grado de tecnificacion) realizan el servicio durante la primavera (Maresca y col., 2011;
Gomez, 2015; Faverin y Machado, 2019). Esto implica que durante el invierno las vacas
se encuentran finalizando su gestacion o en lactancia temprana. Los resultados hallados
en el presente trabajo podrian deberse al aumento en la demanda de Zn por parte del feto
al final de la gestacion (Masters y Somers, 1980) y a un aumento en la excrecion de Zn a
causa de la lactancia, ya que la leche posee una concentracion de 3 a 5 mg de Zn/L
(Suttle, 2010). Por otro lado, durante el otofo, generalmente las vacas se encuentran
gestando y sin amamantar, ya que habitualmente el destete de los terneros se realiza en
esta época del afio (Carrillo, 2007; Faverin y Machado 2019), lo que podria explicar por
qué en esta estacion el porcentaje de vacas con deficiencia de Zn en el rodeo es menor
respecto al invierno.

Existen pocos antecedentes en el pais de relevamientos realizados con el fin de

evaluar el estatus de Zn en rodeos bovinos. En el partido de Magdalena (parte de la
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CDRS), Ramirez y col. (1998) realizaron un relevamiento de 13 establecimientos donde
evaluaron bovinos mayores y menores a 2 afios, en otoflo y primavera, y observaron que
durante el otofio hubo un mayor porcentaje de animales con zincemias menores a 80
pug/dL. En el partido de General Villegas (noroeste de la provincia de Bs. As.) se
reportaron valores de zincemias mas elevados durante el invierno en vacas de un
establecimiento donde la base forrajera consistio en pasturas implantadas y verdeos,
mientras que en otro establecimiento cuya fuente forrajera principal fue el pastizal
natural, las vacas no presentaron variacion estacional (Buffarini y col., 2008). También en
General Villegas, Minatel y col., (2004) relevaron las zincemias en novillos, terneros y
vaquillonas de 10 establecimientos ganaderos en invierno y verano, observando que para
estas categorias, el valor medio en invierno fue menor al observado en verano (68,5 y
80,5 pg/dL, respectivamente). En el partido de Balcarce (sudeste de la provincia de Bs.
As.), Cseh y col. (1998) reportaron que tanto vacas como terneras en el mes de junio
tuvieron zincemias mas altas que en octubre y diciembre, mientras que en otro campo de
la misma localidad la tendencia de las zincemias en vaquillonas fue opuesta, ya que se
produjo un aumento de estas en octubre y diciembre, comparado con los valores de junio.
En el partido de Guamini (centro oeste de la provincia de Bs. As.), Coria y col. (2013)
realizaron un seguimiento estacional de las zincemias de vacas en un establecimiento por
dos afios (2011 y 2012), en el cual no evidenciaron diferencias entre estaciones y en todos
los muestreos los valores medios de zincemia se encontraron entre 60 y 70 pg/dL. En la
localidad de Coronel Cornejo (norte de la provincia de Salta), Micheloud y col. (2017)
evaluaron las zincemias en vacas y terneras de reposicion en las cuatro estaciones del afio,
sin evidenciar diferencias por estacion y con valores medios por encima de 90 ug/dL en
las cuatro estaciones en las dos categorias. Balbuena y col. (1989), en un estudio
realizado en vacas en lactancia y terneros en crecimiento (entre 1 y 2 afios de edad) en 11
establecimientos del este de las provincias de Formosa y Chaco, reportaron que el 30% de

las muestras presentaban valores de zincemia por debajo de 80 pg/dL, sin haber
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diferencias entre categorias. Al evaluar estos antecedentes en conjunto, resulta evidente
que su variabilidad impide hacer generalizaciones con respecto al comportamiento de las
zincemias en rodeos de cria. Por ende, pareceria adecuado relevar las zonas destinadas a
la cria bovina de manera individual.

El hecho de que el 31,4% de las vacas presentaron valores de zincemia por debajo
de lo normal indica que existe el riesgo potencial de que la eficiencia productiva de la
ganaderia en la CDRS se vea afectada por la deficiencia de Zn. La deficiencia de Zn en el
bovino genera menores ganancias diarias de peso, asociadas a una reduccion en el apetito
como a una menor eficiencia de conversion (Engle y col., 1997; Suttle, 2010; Alsaad y
col., 2006). Si bien poco se sabe acerca del efecto de la deficiencia de Zn en la
reproduccion de la hembra bovina, se la ha vinculado a la disminucion de la fertilidad, la
retencion placentaria y la pérdida de la gestacion (Enjalbert y col., 2006). En terneros
machos, por otro lado, esta deficiencia genera un menor desarrollo testicular (Miller y
Miller, 1962; Pitts y col.,, 1966). Ademas, animales deficientes de Zn son mas
susceptibles a enfermarse debido a fallas de la respuesta inmune celular y humoral,
alteraciones en la respuesta inflamatoria y dafio de la defensa antioxidante (Engle y col.,
1997; Ibs y Rink, 2003; Bonaventura y col., 2015; Mattioli, 2019a). El conocimiento
acerca de la incidencia de la deficiencia de Zn en el ganado bovino de la CDRS, asi como
también en el resto del pais, permitird optimizar su manejo nutricional y zootécnico

incrementando su productividad.

1.5 CONCLUSION

Las zincemias de vacas en rodeos de cria de la CDRS mostraron una distribucion
homogénea, con un valor medio de 102,8 + 16,4 pg/dL, y un 31,4% de las vacas de cada
rodeo con valores de deficiencia. Los valores de zincemia variaron segin las estaciones
del afio, con menor porcentaje de animales deficientes en otofio y mayor porcentaje

durante el invierno.
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CAPITULO 2

ASOCIACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE ZINC EN SUELO,
FORRAJE Y PLASMA DE BOVINOS EN UN PARTIDO DE LA CUENCA

DEPRIMIDA DEL RiO SALADO

2.1 INTRODUCCION
La produccion de bovinos de carne es una de las actividades
agropecuarias mas importantes en la Pcia. de Bs As. La cria bovina se realiza
principalmente en las denominadas zonas marginales, que son aquellas donde no se
consiguen altos rendimientos de cultivos (Maresca y col.,, 2011). Como ya ha sido
mencionado, la principal zona dedicada a la cria de bovinos en la provincia de Bs. As. es
la CDRS (Ministerio de Agroindustria, 2015). Esta region estd comprendida por 24
partidos y presenta caracteristicas edafologicas y climaticas similares en toda su extension
(Mattioli, 1998). El sistema de produccion es extensivo, en el cual la principal fuente de
alimento de los bovinos son los pastizales naturales, con baja a nula suplementacion con
alimentos concentrados (Vazquez y col., 2008; Faverin y Machado, 2019). La principal
fuente de Zn para los bovinos que se encuentran en pastoreo y no tienen ningun tipo de
suplementacion, es el forraje (Suttle, 2010). La concentracion del Zn en el forraje
depende de varios factores, como la concentracion de Zn disponible en el suelo y el pH
del mismo (Robson, 1993). También se han reportado variaciones de los valores de Zn en
el forraje segun las estaciones del afio (Ungerfeld, 1998; Pittaluga Rossi, 2018). Existen
antecedentes que demuestran que los forrajes presentes en algunos partidos de la CDRS
(Maipu, General Madariaga y Magdalena) no cubren los requerimientos de Zn en el
bovino (Cseh y col., 1997; Ramirez y col., 1998).
En bovinos de produccion de carne los requerimientos de Zn serian cubiertos

cuando la dieta posee 30 mg Zn/kg de MS (NRC, 2016). Sin embargo, la bibliografia no
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contempla las posibles diferencias de requerimiento entre las categorias animales
(terneros, novillos, vacas, etc.), ni se encuentra bien definido en animales en pastoreo
(NRC, 2016). El consumo de Zn por debajo de los valores requeridos conduce a un estado
de carencia (Suttle, 2010). La carencia de Zn en bovinos genera fallas en el crecimiento,
en la reproduccion y en el sistema inmune (Mattioli, 2019a). Como mencionamos en el
capitulo 1, el parametro mas utilizado para determinar el estatus de Zn es su
concentracion plasmatica, considerdndose adecuado cuando la zincemia presenta valores
> 90 pg/dL (Enjalbert y col., 2006).

La hipotesis de este trabajo es que las concentraciones de Zn en el suelo y forraje
se asocian a los niveles plasmaticos de Zn en el bovino. El objetivo del trabajo consistio
en evaluar, durante las cuatro estaciones del afo, el estatus de Zn en vacas y terneros, y su

asociacion con la concentracion de Zn en el suelo y forraje en un partido de la CDRS.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Las practicas realizadas en animales fueron aprobadas por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Universidad
Nacional de La Plata, bajo el Protocolo para el Uso de Animales de Investigacion
Cientifica (Identificacion interna N° 51-5-15T).
2.2.1 Disefio y seleccion de los establecimientos

Se realizd un estudio observacional longitudinal, en bloques completos al azar,
para el cual se seleccionaron 6 establecimientos de cria bovina pertenecientes al partido
de Chascomus (CDRS), Provincia de Buenos Aires. Al momento de la seleccion de los
establecimientos se tuvo en cuenta el manejo (servicio estacionado en primavera,
reposicion de vientres con vaquillonas propias, principal recurso forrajero el pastizal
natural, sin suplementacién mineral por via oral -bateas y/o bloques-) y que contara con
accesos ¢ instalaciones necesarias para la toma de muestras de sangre. Los

establecimientos incorporados al presente estudio fueron: Chacra Experimental
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Chascomus (35° 74" 33 S, 58° 05” 70” O), Instituto Tecnoldgico Chascomus (35° 62’
42” S, 57° 99" 27" O), establecimiento Los Yuyos (35° 42" 56 S, 58° 06" 30” O),
establecimiento Sauce Grande (35° 64° 70” S, 57° 96 28” O), establecimiento San Martin
(35°54760” S, 58 ° 12" 52” O) y Don Canale (35° 44" 717 S, 58° 14" 70” O).

2.2.2 Toma de muestras

Muestras de sangre, forraje y suelo fueron tomadas en cada una de las visitas
realizadas a los establecimientos en las cuatro estaciones del afio (una visita por estacion).
El ensayo se realizo entre el invierno de 2017 y el otofio de 2018.

En cada visita se tomaron al azar 10 bovinos adultos (vacas) y 10 bovinos jovenes
(terneros), clinicamente sanos, a los cuales se extrajo una muestra de sangre para
determinar la concentracion plasmatica de Zn. La extraccion de la muestra se realizé con
agujas y jeringas estériles y descartables. La sangre se deposité en tubos plasticos con
heparina sodica como anticoagulante, previamente lavados con solucion acida (HNO; al
5%). Las muestras fueron inmediatamente refrigeradas a 4°C hasta su procesamiento
dentro de las 3 h posteriores a la extraccion.

Las muestras de forrajes se tomaron en el lugar (potrero) donde se encontraban
los animales al momento de la visita. La muestra consistié en 6 submuestras de distintos
puntos del potrero, teniendo en cuenta la topografia del mismo. En aquellos en donde
habia media loma (terreno llano) y bajo (terreno anegable) se realizaron muestreos por
separado para cada zona (6 submuestras por zona), mientras que en los potreros parejos
(solo media loma) se realiz6 un unico muestreo. El corte del forraje se realizo con tijeras
de acero inoxidable, dejando una altura remanente similar a la que dejaban los animales y
evitando el forraje que los animales no consumian. Las muestras se colocaron y
conservaron en bolsas de papel hasta su posterior procesamiento en el laboratorio, durante
el mismo dia de recolectada la muestra.

Las muestras de suelo se recogieron en los mismos puntos donde se tomaron las

muestras de forraje, también respetando la topografia del potrero. Se tomaron 10 cm de la
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capa superficial de suelo utilizando tubos plasticos previamente lavados con HCI, donde
se conservaron hasta su posterior procesamiento.
2.2.3 Procesamiento y analisis de muestras

La sangre fue centrifugada a 3000 rpm x 5 minutos para obtener el plasma, el
cual fue desproteinizado con acido tricloracético al 10% (p/v) y centrifugado a 5000 rpm
x 10 minutos. A partir del sobrenadante obtenido se determin6 la concentracion de Zn por
espectrofotometria de absorcion atomica de llama (A Analyst 200 — Perkin Elmer).

El forraje se lavo tres veces con agua desionizada para quitar los restos de tierra y
se seco en estufa con aire forzado a 60°C por 48 h hasta peso constante y luego fueron
molidas en un molino Willey, hasta pasar por un tamiz de 100 mesh, y se conservaron en
tubos plasticos previamente lavados con HCI. Posteriormente se realizd una digestion
acida, para la cual se colocaron 250 mg de muestra molida y 3 mL de una mezcla de
acidos nitrico y perclérico (2:1) en tubos de borosilicato, los cuales se mantuvieron en
bloque de calentamiento a 100°C por 48 h. Una vez finalizada la digestion se evaporo6 el
contenido hasta llegar a un volumen minimo, el cual fue resuspendido en acido
clorhidrico 0,1 N (csp 5 mL). La concentracion de Zn se determind en la suspension
obtenida por espectrofotometria de absorcion atomica de llama (A. Analyst 200 — Perkin
Elmer).

Las muestras de suelo se homogeneizaron y se secaron a temperatura ambiente
por 48 h, al resguardo de cualquier contaminacion ambiental. Posteriormente las muestras
fueron molidas en un mortero de agata hasta pasar por un tamiz plastico de 2 mm. Para la
determinacion del pH se suspendieron 5 g de suelo en 10 mL de agua desionizada con pH
7 en un tubo plastico de 50 mL. Seguido a esto, se agitd manualmente la suspension
durante 1 minuto, luego se dejo reposar 30 minutos y por ultimo se realizo la lectura con
pHmetro (Osorio, 2012). Para la determinacion de Zn se colocaron 15 g de suelo en
tubos plasticos lavados con HCI y cubiertos con papel de aluminio, a los que se les agregd

30 ml de solucion extractante EDTA 0,2 M con un pH de 7,5. Los tubos se agitaron
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durante una hora en un agitador tipo vaivén. Luego, se centrifugaron durante 10 minutos
a 2000 rpm y se filtraron con papel Whatman 42. La concentracién de Zn se determind en
el liquido obtenido de la filtraciéon por espectrofotometria de absorcidon atémica de llama
(A. Analyst 200 — Perkin Elmer).
2.2.4 Analisis estadistico

Para explicar la variacion en las concentraciones de Zn en plasma, forraje y suelo
se realizaron tres modelos de regresion lineal por medio del procedimiento MIXED de
SAS (SAS 9.4, Inst. Inc.). Las variables utilizadas para explicar la variaciéon en la
zincemia fueron el pH del suelo, la concentracion de Zn en el suelo, la concentracion de
Zn en el forraje, la estacion del afio (otofio, invierno, primavera y verano), la categoria
animal (vaca y ternero) y la interaccion entre las dos tltimas (estacion del ano * categoria
animal). En cuanto a las primeras tres variables explicativas mencionadas (pH del suelo,
concentracion de Zn en suelo y concentracion de Zn en forraje), en aquellos potreros
donde habia bajo y media loma, y por lo tanto dos valores para cada una de las variables,
se realizé un promedio de los mismos. Las variables utilizadas para explicar la variacién
de la concentracion de Zn en el forraje fueron; el pH del suelo, la concentracion de Zn del
suelo, la estacion del afio, la topografia (bajo y media loma) y la interaccion entre las dos
ultimas (estacion del afio * topografia). Para explicar la variacion en la concentracion de
Zn en el suelo se utilizaron como variables el pH del suelo, la estacion del ano, la
topografia y la interaccion entre las dos ultimas (estacion del afio * topografia). Se
realizaron modelos univariados para determinar las variables explicativas ofrecidas a cada
modelo multivariado final, seleccionando aquellas variables que tuvieron un valor de P <
0,15. Se quitaron manualmente del modelo multivariado final aquellas variables con P >
0,1. En todos los casos, el establecimiento fue analizado como bloque, el cual fue
removido del modelo si el valor de P > 0,1.

Por ultimo, los valores individuales de zincemia se separaron en dos niveles,

normal > 90 y deficiente < 90 ug/dL. Se realizé el analisis de animales deficientes con un
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modelo de regresion logistica con el procedimiento GLIMMIX de SAS, para el cual se
utiliz6 una distribuciéon binomial y el enlace Logit. Se utilizaron las mismas variables
explicativas que para la evaluacion de la zincemia (el pH del suelo, la concentracion de
Zn en el suelo, la concentracion de Zn en el forraje, la estacion del afo, la categoria
animal y la interaccion -estacion del afio * categoria animal-). Para la seleccion de las
variables ofrecidas en el modelo final se realizaron modelos univariados como se
mencionara mas arriba. El establecimiento también fue analizado como bloque, el cual
fue removido del modelo si el valor de P > 0,1. En todos los casos se considerd

significativo un valor de P < 0,05 y tendencia un valor de P <0,1.

2.3 RESULTADOS

El valor medio de las zincemias analizadas fue de 105 + 17 pg/dL, donde el
74,6% de los bovinos tuvieron un valor considerado normal (> 90 pg/dL), mientras que el
25,4% presentaron valores de deficiencia (< 90 pg/dL). Las zincemias se vieron afectadas
por la estacion del afio (P < 0,01), con una tendencia a diferenciarse entre
establecimientos (P = 0,07). El pH del suelo, la concentracion de Zn en el suelo, la
concentracion de Zn en el forraje, la categoria animal y la interaccion (estacion del afio *
categoria animal) fueron removidas del modelo final de evaluacion (P > 0,1). En
primavera la media de la zincemia fue 118 + 4,1 ug/dL y fue mas alta que en el resto de
las estaciones (P < 0,03), mientras que no se observo diferencias entre verano, otofio e
invierno (103,4 £ 5,2; 100,1 + 4,1 y 95,6 = 4,6 ug/dL, respectivamente; P > 0,27).

El porcentaje de animales deficientes se vio afectada solamente por la estacion
del afio (P < 0,01). El pH del suelo, la concentracion de Zn en el suelo, la concentracion
de Zn en el forraje, la categoria animal, la interaccion (estacion del afio * categoria
animal) y el bloque (establecimiento) fueron removidos en el modelo final de evaluacion
(P > 0,1). En invierno se observd el mayor porcentaje de animales deficientes (43%; P <

0,02), seguido por el otofio (28,3%; P < 0,01) y por tltimo el verano y la primavera, los
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cuales no se diferenciaron estadisticamente entre ellos (12,5% y 9,2%, respectivamente; P
=0,45; Figura 2.1).

En cuanto a las muestras de forrajes, la media general de la concentracion de Zn
fue 26,6 = 11 mg/kg (MS), de las cuales el 69,7% de las muestras analizadas tuvo una
concentracion de Zn menor al requerimiento de 30 mg/kg (MS). La concentraciéon de Zn
en el forraje se vio afectada por la estacion del afio, la topografia y la interaccion entre
ellos (P < 0,01). El pH del suelo, la concentracion de Zn en el suelo y el bloque
(establecimiento) fueron removidos del modelo final de evaluacion (P > 0,1). La
interaccion se observo debido a que el forraje del bajo, tanto en otofio como en verano,
tuvo mayor concentracion de Zn que el forraje de la media loma (P < 0,01; Tabla 2.1).

Las determinaciones realizadas en suelo arrojaron una media en la concentracion
de Zn de 5,1 £ 4,1 mg/kg, mientras que la media del pH evaluado fue 6,1 & 1. En cuanto a
la concentracion de Zn en el suelo, solo se vio afectada por la topografia, ya que el bajo
presentd mayor concentracion de Zn que la media loma (7,2 y 3,9 mgkg,
respectivamente; P = 0,01). El pH del suelo, la estacion del afo, la interaccion (estacion
del afio * topografia) y el bloque (establecimiento) fueron removidos del modelo final de

evaluacion (P > 0,1).

Figura 2.1. Efecto de la estacion del afio sobre el porcentaje de animales con estatus

plasmatico deficiente de Zn.
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Diferentes letras indican diferencias entre estaciones (P < 0,05). No hubo efecto de la
categoria ni de la interaccion categoria*estacion (P > 0,52). Se consideraron animales
deficientes aquellos que tuvieron una concentracion de Zn en plasma menor a 90 pg/dL.

Tabla 2.1. Efecto de la estacion del afio y de la topografia del suelo sobre la

concentracion de Zn en el forraje (mg/kg de materia seca + error estandar de la media).

lfls:la;g')on Topografia Valor de P
Bajo Media loma
Invierno 28,6 £3,7 30+3,1 0,78
Primavera 29,6 £4,7 23,6 £33 0,3
Verano 29,6 £3,7 159+33 <0,01
Otofo 56+5,8 23 +2,7 <0,01

Los valores son expresados como medias de los minimos cuadrados.

2.4 DISCUSION

Tanto la concentracion de Zn plasmatico, como el porcentaje de animales con
estatus deficiente de Zn, no se vieron afectados por la concentracion de Zn en el forraje.
Si bien el Zn que ingresa por via digestiva es fundamental para mantener el estatus del

mineral en el organismo, se ha demostrado que la zincemia, a pesar de ser el principal
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indicador de estatus de Zn en bovinos, varia en respuesta a distintas situaciones como el
estrés, la inflamacion y/o infeccion (Lichten y Cousins, 2009; Aydemir y col., 2012;
Aburto-Luna y col., 2017, Galarza y col., 2020). En este trabajo, los valores mas altos de
zincemia se observaron en la primavera, tanto en vacas como en terneros, no existiendo
diferencias entre categorias. En esta estacion, los animales se encuentran en plena
lactancia (Carrillo, 2007). Debido a que la leche es una buena fuente de Zn para los
terneros, ya que tiene una concentracion de 3 a 5 mg/L, podria explicar, al menos en
parte, los niveles més altos de zincemia en terneros en primavera, que coincide con el
momento de mayor produccion de leche de la vaca (Carrillo, 2007; Suttle, 2010). En este
momento se podria esperar una disminucion en la zincemia en las vacas debido a las
pérdidas de Zn producidas a través de la glandula mamaria, lo cual no sucedio. En un
trabajo realizado por Anton y col. (2013) se demostr6 que las vacas tienden a incrementar
su zincemia luego de 140 dias de lactancia a pesar de recibir una concentracion constante
de Zn en su alimento. Ademas, en el mismo trabajo, se encontrd una correlacion positiva
(r=0,451) entre la produccion de leche y la concentracion plasmatica de Zn, a los 84 dias
de lactancia.

Al igual que lo observado en el capitulo anterior, en invierno, el porcentaje de
animales deficientes fue mas alto. Esta época del afio coincide con el final de la gestacion
y paricion de las vacas (Maresca y col., 2011). Este hallazgo coincide con otros autores,
que observaron disminucion de la zincemia, tanto en el tltimo tercio de gestacion como
en el periodo de periparto en rumiantes (Dufty 1977; Masters y Somers, 1980; Goff y
Stabel, 1990). Como se planted en el capitulo 1, estos resultados podrian deberse al
aumento en la demanda de Zn por parte del feto al final de la gestacion (Masters y
Somers, 1980). En ovinos, el feto, en el ultimo tercio de gestacion tiene 7 veces mas
cantidad de Zn en comparacion con el segundo tercio (Hansard y Mohammed, 1968;

Williams y col., 1978). Otra posible explicacion podria ser el aumento de la excrecion de
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Zn a través del calostro, el cual tiene una concentracion del mineral entre 3 y 5 veces
superior respecto a la leche (Goff y Stabel, 1990; Suttle, 2010).

Otra causa de la falta de asociacion entre la concentracion Zn en el forraje y la
zincemia observada en este trabajo, pudo ser que la biodisponibilidad de Zn en las
especies forrajeras varien segin la época del afio y estado fenologico. En un estudio
realizado en ovinos en Venezuela se observo que la digestibilidad aparente del Zn en
algunas especies forrajeras disminuia, en otras aumentaba, mientras que en otras, no se
modificaba con el aumento de la madurez (Perdomo y col. 1977).

En bovinos en pastoreo, los trabajos en los que se relaciona el estatus de Zn y la
concentracion del mineral en el forraje, son escasos. En un estudio realizado en Zimbabue
(Ndebele y col.,, 2005) observaron una correlacion positiva (r = 0,67) entre las
concentraciones de Zn en forraje y en tejidos bovinos. Hashemi (2018) no encontr6d
correlacion entre el contenido de Zn en el alimento consumido por vacas de distintos
establecimientos y el contenido de Zn en el higado, musculo o rifion. Ademas, el autor
reportd que la estacion del afio no afectd dicho resultado (Hashemi, 2018). En un trabajo
realizado en Indonesia se observo que, si bien durante la estacion lluviosa el porcentaje de
muestras que no cubrian los requerimientos de Zn en forraje (menores de 30 mg/kg de
MS) fue mayor, las vacas presentaron valores de zincemias mas altos en comparacion con
la estacion seca (Prabowo y col., 1991). Por otro lado, Masters y Somers (1980) no
encontraron correlacion en el contenido de Zn en el forraje y la zincemia de ovejas en
Australia.

Si bien la concentracion de Zn en el suelo es un factor importante para garantizar
el aporte de este mineral al forraje, en este trabajo no se observd asociacion entre la
concentracion de Zn en el suelo y el forraje. Distintos factores pueden alterar la
disponibilidad del Zn para la pastura, determinando, en parte, la concentracion del
mineral en ésta. Entre estos factores se encuentra el pH, el tipo y la humedad del suelo,

los contenidos de otros minerales y de materia orgénica, la proporcion de arcilla y la
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microbiota del suelo (Broadley y col., 2007). De los factores mencionados el pH es el que
impacta en mayor medida sobre la disponibilidad de Zn del suelo, ya que influye sobre la
fraccion soluble de Zn de la cual se nutre la planta (Robson, 1993; Broadley y col., 2007).
La disminucion del pH del suelo incrementa dicha fraccion y por lo tanto el Zn
biodisponible (Robson, 1993; Broadley y col., 2007). En este trabajo, el pH del suelo
probablemente favoreci6 la disponibilidad de Zn ya que present6 un valor medio de 6,1 £
1 (4cido) a lo largo del afio, sin diferencias entre el terreno bajo y la media loma. Por otro
lado, la concentracion de Zn en el suelo tuvo variacion solo en funcion de la topografia,
pero con niveles medios altamente superiores al minimo requerido para un crecimiento
normal del forraje, tanto en el bajo como en la media loma (0,5 a 1 mg/kg; Sims y
Johnson, 1991). A pesar de ello, como ya se menciond anteriormente, casi el 70% de los
forrajes analizados no alcanzaron los valores necesarios para cubrir los requerimientos en
los bovinos. Esta falta de asociacion entre la concentracion de Zn en el suelo y la
concentracion de Zn el forraje pudo deberse a los diferentes estados de madurez al
momento del corte, ya que hay evidencia que demuestra que al aumentar la madurez en el
forraje disminuye la concentraciéon de Zn (Gladstones y Loneragan, 1966; Perdomo y
col., 1977; Givens y col., 2000). Esto se deberia principalmente a que el Zn se encuentra
en mayor concentracion en las hojas que en los tallos, y al avanzar el estado de madurez
del forraje la relacion hoja:tallo disminuye (Davey y Mitchel, 1968; Givens y col., 2000).
Otra posible explicacion a esta falta de asociacion es que en el presente ensayo se
utilizaron la concentracion de Zn y el pH como tnicos predictores de la disponibilidad de
Zn en el suelo lo que podria resultar insuficiente. Otros autores sugieren que la
combinacion de distintas variables tales como el pH, el contenido de materia organica y
de fosforo, el porcentaje de arcilla y la capacidad de intercambio cationico, debe ser
considerada para lograr una apropiada prediccion de la disponibilidad de Zn en el suelo

(Alley y col., 1972; Junus y Cox, 1987; Sims y Johnson, 1991).
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Tanto en verano como en otofio, el forraje del bajo tuvo mayor concentracion de
Zn que el de la media loma. Este hecho coincide con que a lo largo del aio el bajo tuvo
mayor concentraciéon de Zn en el suelo. En un estudio realizado en dos partidos
pertenecientes a la CDRS (Maipu y Magdalena) no se encontraron variaciones
estacionales en muestras de pastizales y pasturas implantadas (Cseh y col. 1997). Por otro
lado, Ungerfeld (1998) report6é en Uruguay, mayores concentraciones de Zn en el forraje
en otofio e invierno, comparado con primavera y verano, sin observar diferencias entre el
bajo y la loma. En otro estudio, también realizado en Uruguay (Pittaluga Rossi, 2018), se
reportaron mayores concentraciones de Zn en pastizales en invierno y primavera. Estas
diferencias entre los trabajos pueden estar dadas por distinta disponibilidad del Zn en
suelo, el estado fenoldgico del forraje al momento del corte y por las especies que
componen la muestra. En general las leguminosas tienen mayor concentraciéon de Zn que
las gramineas, y a su vez, también hay diferencias en la concentracion de Zn entre
especies (Gladstones y Loneragan, 1966; Givens, 2000; Brekken y Steinnes, 2004).

Tanto en los resultados observados en este trabajo como en el capitulo 1, la
deficiencia de Zn en bovinos de la CDRS se manifestd principalmente en el invierno.
Respecto al resto de las estaciones existieron algunas diferencias entre los dos trabajos,
principalmente en el verano, donde en el capitulo 1 el porcentaje de animales deficientes
alcanzo el 42,5%, mientras que en el presente ensayo fue de 12,5%. Suponiendo que en
los diferentes partidos de la CDRS la concentracion de Zn en el forraje a lo largo del afio
se comporta de manera similar, la diferencia registrada en el capitulo 1 (realizado en 20
partidos de la cuenca) respecto al capitulo 2 (realizado en el partido de Chascomus) pudo
ser causada por variaciones en las superficies (bajo o media loma) asignadas para el
pastoreo de los rodeos. Cabe recordar que en verano la concentracion de Zn en el forraje
de la media loma fue de solo 15 mg/kg de MS, mientras que el pastizal del bajo presentod

practicamente el doble de ese valor (29,6 mg/kg de MS).
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2.5 CONCLUSION

En el partido de Chascomus, existe el riesgo de carencia de Zn en bovinos. El
porcentaje de animales deficientes aumenta en las estaciones de otofio e invierno sin
encontrarse asociado a la concentracion de Zn en el forraje. Existen variaciones de la
concentracion de Zn en el forraje en funcion de la estacion climatica y la topografia del
terreno. Dicha concentracion no se encuentra asociada a la cantidad de Zn presente en el

suelo.



25

CAPITULO 3

EFECTO DE LA SUPLEMENTACION PARENTERAL CON ZINC SOBRE LA
GANANCIA DIARIA DE PESO EN TERNEROS DURANTE LA ETAPA DE

CRIA E INGRESO A UN SISTEMA DE ENGORDE A CORRAL

3.1 INTRODUCCION

El Zn es un mineral traza esencial, el cual es requerido para lograr el desarrollo y
el crecimiento normal de los animales (Mattioli, 2019a). Su carencia genera una menor
performance productiva en bovinos, asociado principalmente a menores ganancias diarias
de peso (GDP), reduccion del apetito y menor eficiencia de conversion alimenticia
(Suttle, 2010). Animales que consumen un alimento con una concentracion de Zn menor
a 30 mg/kg de MS podrian no cubrir los requerimientos diarios del mineral, generando un
estado de carencia y afectando de este modo el desempeio productivo (NRC, 2016). Para
determinar estados de carencia en el bovino, el indicador mas utilizado es la zincemia
(Herdt ahd Hoff, 2011). Sin embargo, como ya se ha mencionado, este indicador puede
resultar poco confiable dado que se han observado variaciones de su valor en situaciones
de estrés, infecciones e inflamacion, entre otras (Aburto-Luna y col., 2017). Ademas, se
han descripto disminuciones en la GDP y en la eficiencia de conversion en bovinos
alimentados con bajos niveles de Zn, sin que se produzca una disminucion en dicho
indicador (Engle y col., 1997).

Dentro de la produccion de carne existen, al menos, dos etapas claras que debe
atravesar el ternero hasta llegar al peso de faena. La primera de ellas, la etapa de cria, se
extiende desde su nacimiento hasta el destete. La segunda etapa, llamada invernada o de
engorde, se desarrolla desde el destete hasta el momento de la faena. Si bien entre estas
dos etapas puede haber un periodo de recria, este no siempre se lleva a cabo. Cada una de

estas etapas presentan caracteristicas particulares, siendo la etapa de cria generalmente de
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caracter extensivo, mientras que la etapa de engorde se realiza en casi el 30% de los
terneros de la provincia de Bs. As. con los animales confinados en corrales (Ministerio de
Agroindustria, 2015).

La CDRS es una extensa area en la cual la actividad ganadera principal es la cria.
Esta region produce un stock anual de terneros cercano a los 2 millones, para lo cual se
utiliza al pastizal natural como base de la alimentacion (Némoz, 2013), y donde se han
reportado antecedentes de pastizales deficientes de Zn (Ramirez y col., 1998).

El ingreso al sistema de engorde a corral es una situacion estresante para los
animales, lo cual sumado al cambio de dieta y tipo de alimentacion conduce a una
disminucion en el consumo de alimento (Noffsinger y col., 2015). Esta reduccién en el
consumo puede llevar a que los animales no cubran sus requerimientos minerales, entre
ellos el de Zn. Ademas, esta condicion de riesgo podria verse potenciada en aquellos
animales que provienen de zonas con bajos niveles de Zn en el forraje. En estos animales
el riesgo de presentar deficiencia se veria aumentado con la consiguiente disminucion en
la GDP. La ingesta de forraje deficiente de Zn o la disminucion de la ingesta en general al
comienzo de la etapa de engorde podrian disminuir la performance productiva de los
terneros, condicion que podria evitarse con la suplementacion parenteral con el mineral
(Genther-Schroeder y Hansen, 2015; Mattioli y col., 2018).

La hipdtesis del presente trabajo es que la suplementacion parenteral con Zn en
terneros de cria al pie de la madre, y en terneros que ingresan a un sistema de engorde a
corral aumenta la GDP. Por lo tanto, los objetivos fueron evaluar el efecto de la
suplementacion parenteral con Zn sobre la GDP en terneros de un establecimiento de cria
ubicado en la CDRS (objetivo 1) y en terneros que ingresan a un sistema de engorde a

corral, provenientes de un partido de la CDRS (objetivo 2).
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3.2 MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos realizados en el presente trabajo fueron aprobados bajo
el Protocolo para el Uso de Animales de Investigacion Cientifica (Identificacion interna
N° 51-5-15T) del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Universidad Nacional de La Plata.
3.2.1 Animales y disefio experimental utilizados para el objetivo 1 (terneros durante
la etapa de cria)

El trabajo se realizd en un establecimiento ganadero comercial dedicado a la cria
bovina ubicado en el partido de Chascomus, provincia de Bs. As. (35° 44’ 317 S 58° 06’
117 O). Se utilizaron 48 terneros Aberdeen Angus al pie de la madre (21 hembras, 8
machos enteros, 19 machos castrados) cuyo peso promedio fue de 119,4 £ 18,5 kg y
103,5 £ 15,3 dias de vida. Previo al inicio del experimento, los terneros recibieron una
dosis de vacuna clostridial (Policlostrigen®, Biogénesis-Bagdé S.A) y fueron
desparasitados con ricobendazol (Paraxane®, Biogénesis-Bagd S.A). Durante todo el
experimento se realizo el seguimiento de la carga de parésitos gastrointestinales por
examen coproparasitologico.

Los terneros estuvieron siempre al pie de la madre sobre parcelas de pastizales
naturales y naturalizadas (Chaetotropis elonga, Stenotaphrum secundatum, Paspalum
dilatatum, Lolium perenne, Lotus tenuis). La concentracion de Zn del forraje,
considerando la topografia del terreno, fue evaluada por muestras tomadas al inicio (dia
0) y en el dia 59 del ensayo. El procesamiento y medicion de las muestras se hicieron
segun lo descripto en el capitulo 2, apartado 2.2.3.

Los animales incluidos en el experimento fueron divididos en dos grupos
homogeneos (respetando sexo y castracion). Un grupo recibié por via subcutanea 1 mg
Zn/kg de peso vivo (como sal de edetato; grupo Zn), mientras que el otro grupo recibio,

también por via subcutanea, 3 mL de solucion fisiologica estéril (grupo Control). La
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suplementacion se realizo el dia del inicio del experimento (dia 0), y los dias 28, 59 y 90
posteriores al inicio.

Los animales fueron sangrados por puncion yugular y pesados individualmente con
balanza electronica el dia del inicio del experimento (dia 0), y los dias 28, 59, 90 y 119
posteriores al inicio.

3.2.2 Animales y disefio experimental utilizados para el objetivo 2 (terneros que
ingresan a un sistema de engorde a corral)

El trabajo se llevd a cabo en un establecimiento ganadero comercial dedicado al
engorde a corral ubicado en el partido de Marcos Paz, provincia de Bs. As (34° 08'S, 58°
08' O). Se utilizaron 60 terneros Aberdeen Angus destetados de manera precoz (12
hembras, 48 machos), provenientes de Dolores, Bs As, con un peso de 81,9 + 9,7 kg. Al
momento del arribo, los animales fueron alojados en un corral de recepcion con rollo de
pastura y agua ad libitum. A las 72 h del arribo se les realizo un plan sanitario que incluyd
un tratamiento metafilactico con antibiético (tilmicosina- Maxitil®, Biogénesis-Bagd
S.A), una dosis de vacuna clostridial (Policlostrigen®, Biogénesis-Bagé S.A) y
desparasitacion con ricobendazol (Paraxane®, Biogénesis-Bago S.A).

Los animales fueron alojados en un mismo corral con disponibilidad de agua ad
libitum y recibieron dos veces al dia una dieta compuesta por 49% de grano de maiz,
19,5% de silo de maiz, 19,5% de harina de soja, 9,5% de gluten feed y 2,5% de una
premezcla de vitaminas y minerales que aportaba la totalidad de los requerimientos en
vitaminas y minerales para la categoria determinado por NRC, 2016.

Los animales incluidos en el ensayo fueron divididos en dos grupos homogéneos
con respecto al peso y el sexo. Un grupo recibio por via subcutanea 1 mg Zn/kg de peso
vivo (como sal de edetato; grupo Zn), mientras que el otro grupo recibid, también por via
subcutanea, 3 mL de solucion fisioldgica estéril (grupo Control). La suplementacion se

realizé el dia del inicio del experimento (dia 0) y el dia 7 posterior al mismo.
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Los animales fueron sangrados por puncion yugular el dia 0, 7 y 21, y pesados

individualmente con balanza electrénica el dia 0 y 21.
3.2.3 Recoleccion de muestras de sangre y determinacion de Zn

Para evaluar la concentracion de Zn en el plasma sanguineo se utilizaron tubos
plasticos, previamente lavados con HCI, con heparina so6dica como anticoagulante. Una
vez obtenidas, las muestras se refrigeraron inmediatamente después de la extraccion a
4°C. Dentro de las 3 h posteriores a la extraccion las muestras se centrifugaron a 3000
rpm por 5 minutos y el plasma obtenido fue almacenado a -20°C hasta su procesamiento.
El plasma fue desproteinizado con acido tricloracético al 10% (p/v), luego centrifugado a
5000 rpm durante 10 min para obtener el sobrenadante, sobre el cual se determind la
concentracion de Zn por espectrofotometria de absorcion atémica de llama (A. Analyst
200 — Perkin Elmer).
3.2.4 Analisis estadistico

Para explicar la variacion de la GDP, el peso y la zincemia del objetivo 1, se
ajustaron tres modelos de regresion lineal con medidas repetidas en el tiempo utilizando
el procedimiento GLIMMIX de SAS 9.4 (SAS Inst. Inc.). Las variables explicativas
ofrecidas a los modelos fueron el tratamiento asignado (Zn vs Control), los muestreos (0,
28,59, 90 y 119 dias), sexo (hembra, macho castrado y macho entero) y la interaccion
(tratamiento * muestreo). La seleccion de los modelos finales fue realizada con un
método eliminacion de variables hacia atras. Se considerd significativo un valor de P <
0,05 y se consideraron tendencias valores de P < 0,1. Para tener en cuenta la correlacion
entre mediciones de un mismo individuo se especifico una estructura de correlacion
autorregresiva de primer orden. Los resultados se expresan como medias de los minimos
cuadrados.

En cuanto al objetivo 2, para evaluar la variabilidad en la GDP se ajustd un
modelo de regresion lineal simple, con el efecto de tratamiento como tnico predictor fijo.

La variabilidad en el peso y la zincemia se explicod a partir de dos modelos de regresion
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lineal con medidas repetidas en el tiempo utilizando el procedimiento GLIMMIX de SAS
9.4 (SAS 9.4, Inst. Inc.). Las variables explicativas ofrecidas al modelo fueron el
tratamiento asignado (Zn vs Control), el muestreo (0 y 21 dias para el modelo de peso; O,
7 y 21 dias para el modelo de zincemia), el sexo (macho castrado y hembra) y la
interaccion tratamiento * muestreo. La seleccion del modelo final fue realizada con un
método eliminacion de variables hacia atras. Se considerd significativo un valor de P <
0,05 y se consideraron tendencias valores de P < 0,1. Se definié una estructura de
correlacion autorregresiva de primer orden para tener en cuenta la correlacion entre
observaciones de un mismo animal (Proc GLIMMIX, SAS 9.4). Los resultados se

expresan como medias de los minimos cuadrados.

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Efecto de la suplementacion parenteral con Zn sobre la GDP de terneros al pie
de la madre.

Los niveles de Zn en las muestras de forraje fueron de 24,6 y 30,3 mg/Kg de MS
para la media loma y el bajo del potrero al inicio del experimento, y de 15 y 29,2 mg/Kg
de MS para las mismas zonas en el dia 59 del experimento.

La GDP, el peso y la zincemia no se vieron afectadas por la suplementacion con
Zn (P > 0,25), ni por el sexo (P > 0,14). Por otro lado, en estas tres variables evaluadas
hubo efecto del muestreo (P < 0,01), no existiendo interaccion entre el tratamiento y el

muestreo (P > 0,35). Los resultados se muestran en la tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Efecto de la suplementacion parenteral con Zn en la GDP, el peso y la
zincemia de terneros al pie de la madre.

Grupo EEM Valor de P
Variable Control  Zinc Tratamiento Muestreo Tratamiento
* muestreo
GDP (kg/dia)
Dia0a28 0,695 0,694
Dia 29a 59 0,638 0,655 0,039 0,25 <0,01 0,35
Dia 60 a 90 0,586 0,563
Dia91a 119 0,808 0,695
Peso (kg)
Dia 0 119,22 119,6
Dia 28 138,7 139
Dia 59 1584 159,3 4,1 0,95 <0,01 0,35
Dia 90 176,7 176,8
Dia 119  200,2 196,9
Zincemia (pg/dL)
Dia 0 126,3 116,1
Dia 28 1109 106,4
Dia 59 1132 108,8 5 0,41 <0,01 0,69

Dia 90 118,2 121,3

Dia 119 99 100,7

Grupo: Los animales del grupo Zn recibieron por via subcutanea 1 mg de zinc por kg de
peso vivo los dias 0, 28, 59 y 90. Los animales del grupo Control recibieron 3 mL de
solucion fisiologica estéril. Todos los animales fueron pesados y se les extrajo una
muestra de sangre los dias 0, 28, 59,90y 119.

EEM: Error estandar de la media.

GDP: Ganancia diaria de peso.
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3.3.2 Efecto de la suplementacion parenteral con Zn sobre la GDP de terneros
durante el periodo de adaptacién a un sistema de engorde a corral.

La GDP no se vio afectada por la suplementacion con Zn ni por el sexo de los
terneros durante el periodo de adaptacion al sistema de engorde a corral (P > 0,26). El
peso y la zincemia tampoco se vieron afectados por la suplementacion con el mineral ni
por el sexo de los animales (P > 0,52). Por otro lado, el dia del muestreo presentd un
efecto sobre el peso y la zincemia. Esta tltima fue menor en el dia 0 con respecto a los
dias 7y 21 (112,8 £4,2; 126,5 + 4,2; 130,6 + 4,5 png/dl de Zn, respectivamente; P = 0,01).
No existio interaccion entre muestreo y tratamiento para las variables peso y zincemia (P

= 0,43 y 0,34, respectivamente). Los resultados se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Efecto de la suplementacion parenteral con Zn en la GDP, el peso y la

zincemia de terneros en el periodo de adaptacion al sistema de engorde a corral.

Grupo EEM Valor de P
Variable Control  Zinc Tratamiento Muestreo Tratamiento
* muestreo
GDP (kg/dia) 0,782 0,862 0,05 0,26 - -
Peso (kg)
Dia 0 813 82,5 1,97 0,52 <0,01 0,43
Dia21 97,7 99,9
Zincemia (pg/dL)
Dia 0 109,8 115,8
Dia7 132 121 6,7 0,58 0,01 0,34

Dia 2] 1324 128,8

Grupo: Los animales del grupo Zn recibieron por via subcutdnea 1 mg de zinc por kg de
peso vivo los dias 0 y 7. Los animales del grupo Control recibieron un volumen igual de
solucion fisiologica. Todos los animales fueron pesados el dia 0 y 21, y se les extrajo una
muestra de sangre los dias 0, 7 y 21.
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GDP: Ganancia diaria de peso.
EEM: Error estandar de la media.
3.4 DISCUSION

Las muestras de forraje obtenidas durante el desarrollo del experimento de cria
contenian concentraciones de Zn por debajo de lo recomendado (especialmente en la
media loma; NRC, 2016). A pesar de que los animales se encontraban bajo el riesgo
potencial de sufrir dicha deficiencia, la suplementacion parenteral con Zn no tuvo efecto
sobre la GDP ni en el peso de los terneros (P = 0,25 y P = 0,95, respectivamente). Estos
resultados se encuentran en disonancia con los obtenidos previamente por nuestro grupo
de trabajo, donde la suplementacion parenteral con Zn, cada 40 dias, aument6 la GDP en
la etapa de cria (Mattioli y col., 2019b). Esta diferencia podria deberse a que los animales
utilizados en ambos trabajos presentaron un estatus inicial de Zn diferente entre si. Si
bien, la concentracion de Zn en el forraje fue baja, los terneros utilizados en el presente
ensayo mostraron concentraciones normales de Zn en plasma (>90ug/dL), mientras que
en aquellos utilizados por Mattioli y col. (2019b) los valores se encontraban en el rango
de deficiencia marginal (entre 80 y 90 pg/dL).

Existen multiples trabajos donde se evalia el efecto de la suplementacion con Zn
durante el engorde a corral, sin embargo, en la totalidad de ellos se emplea
exclusivamente la via oral, presentando resultados muy variados. De estos trabajos se
desprende que, en lineas generales, cuando el Zn se suplementa por encima de 30 mg/kg
de MS, no se observan efectos sobre el peso o la GDP (Malcolm-Callis y col., 2000;
Kessler y col., 2003; Wright y Spears, 2004; Montano y col., 2017; Genther-Schroeder y
col., 2018; Budde y col., 2019). Sin embargo, en ocasiones, la suplementacion por encima
del valor mencionado produce una mejoria en la eficiencia de conversion alimenticia
(Nunnery y col., 2007; Vanbibber-Krueger y col.,, 2018). Spears y Keagly (2002)
observaron una mayor GDP en terneros suplementados con 25 mg de Zn/kg de MS sobre

una dieta basal que aportaba 33 mg de Zn/kg de MS solo en la etapa de crecimiento (86
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dias); no observando efecto en la etapa de terminacion (84 dias) donde se suplement6 con
el mismo nivel de Zn a un alimento que contenia 26 mg de Zn/kg de MS. En corderos, la
suplementacion oral de Zn incremento6 la GDP y la eficiencia de conversion en animales
que consumian un alimento con bajos niveles del mineral (<30 mg/kg de MS) (Spears,
1989; Alimohamady y col.,, 2019). Ademas, Engle y col., (1997) observaron una
disminucion en la GDP y en la eficiencia de conversion en vaquillonas alimentadas
durante 21 dias con una dieta pobre en Zn (17 mg de Zn/kg de MS). La falta de respuesta
a la suplementacion parenteral en el presente trabajo podria deberse a que el Zn aportado
por la dieta resultd suficiente para cubrir las necesidades diarias del mineral. Esto
quedaria evidenciado por los elevados niveles plasmaticos de Zn durante todo el ensayo
(incluso en el grupo Control). Lamentablemente, no fue posible evaluar la eficiencia de
conversion dado que todos los animales fueron alimentados mediante un tinico comedero.

De manera similar a lo observado en los terneros de cria, la suplementacion con
Zn no modifico la zincemia de los terneros al inicio del sistema de engorde. Este
resultado se encuentra en concordancia con otros, donde la suplementacion parenteral con
Zn no modifico sus valores plasmaticos (Daugherty y col., 2002; Ganda y col., 2016). En
un trabajo reciente realizado por Anchordoquy y col. (2019) en vacas de cria, la
suplementacion parenteral con Zn al inicio de un protocolo de inseminacion artificial a
tiempo fijo no incremento la concentracion plasmatica del mineral. Sin embargo, Mattioli
y col. (2019b) observaron que dicha suplementacion en terneros de cria incrementa sus
zincemias. Estas diferencias podrian deberse a que los animales utilizados en nuestros
ensayos, asi como los utilizados por Anchordoquy y col. presentaban valores adecuados
de Zn en plasma (>90 pg/dL), mientras que los animales utilizados por Mattioli y col.
iniciaron el ensayo con valores por debajo de lo considerado normal (<90 pg/dL).

En los dos experimentos realizados, la zincemia se vio afectada en funcion del
tiempo. En el experimento realizado en terneros de cria, parte de esta variacion pudo

haber sido causada por cambios en la concentracion de Zn del forraje, ya que el Zn
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presente en el mismo evidencid variaciones durante el experimento (principalmente en la
media loma). En cuanto a los resultados observados durante las primeras semanas del
sistema de engorde a corral, las variaciones en las zincemias podrian deberse
principalmente al estrés ocasionado por el transporte, el cambio del sitio de alojamiento,
el cambio en el tipo de dieta y en la forma de alimentacién, lo que produce ademas una
disminucion en el consumo de alimento (Herdt y Hoff, 2011; Noffsinger y col., 2015). El
estrés causa una redistribucion de Zn en el organismo, lo que lleva al higado a captar
mayor cantidad de Zn plasmatico reduciendo su presencia en sangre (Tian y col., 2014).
La disminucion del consumo de alimento y la redistribucion organica del Zn al momento
del arribo al sitio del engorde, podrian explicar por qué se registraron los valores mas

bajos de zincemia al inicio del ensayo (dia 0).

3.5 CONCLUSION
La suplementacion parenteral con Zn (1 mg/kg de peso vivo) no incrementa la
GDP en aquellos animales que presentan zincemias normales durante el periodo de cria o

al inicio del sistema de engorde a corral.
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CAPITULO 4

EFECTO DE LA SUPLEMENTACION PARENTERAL CON ZINC EN
INSEMINACION ARTIFICIAL A TIEMPO FIJO SOBRE EL PORCENTAJE DE

PRENEZ DE HEMBRAS BOVINAS ADULTAS

4.1 INTRODUCCION

El Zn esta involucrado en una gran cantidad de procesos biologicos, como la
proliferacion celular, funcion inmune y defensa contra radicales libres (McCall y col.,
2000; Powell, 2000; Cousins y col., 2006; Sheikh y col., 2017). También, se lo menciona
al Zn, como un factor clave en la reproduccion debido a que su deficiencia (leve o severa)
produce el desarrollo anormal del ovario, altera el ciclo estral y retrasa el crecimiento
folicular en ratones, mujeres y monos (Taneja y Kaur, 1990; Bedwal y Bahuguna, 1994;
Zhang y col., 1998). Ademas, se sugiere que la deficiencia de Zn podria causar la pérdida
de la gestacion en mujeres, monos, roedores y ovejas (Graham y col., 1994). Sin
embargo, si bien existen numerosos estudios acerca de la relacion entre el estatus de Zn
de la madre y el éxito de la prefiez, muchos de los mismos presentan resultados
contradictorios (Bedwal y Bahuguna, 1994, Kynast y Saling, 1980; Apgar, 1985; Apgar,
1992; Simmer y Thompson, 1985; Villa Elizaga y da Cunha Ferreira, 1985; Swanson y
King, 1987; Campbell, 1988; Valdes-Ramos, 1992; Tamura y Goldenberg, 1996; Swain y
col., 2016). Por lo tanto, el rol del Zn en la funcion reproductiva de la hembra bovina atin
no ha sido bien caracterizado.

La hipdtesis del presente trabajo es que la suplementacion con Zn aumenta la
performance reproductiva de la hembra bovina incrementando la tasa de prefiez. Para
corroborar dicha hipotesis se realizé un estudio con el fin de evaluar el efecto de la
suplementacion parenteral con Zn al inicio de un protocolo de inseminacion artificial a

tiempo fijo (IATF) sobre el area del foliculo preovulatorio (FP) y del cuerpo lateo (CL),
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la concentracion plasmatica de estradiol (E2) y progesterona (P4), y el porcentaje de

prefiez.

4.2 MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos realizados en el presente ensayo fueron aprobados por
el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de
la Universidad Nacional de La Plata (Protocolo N° 78-2-18P).

4.2.1 Locacion y animales de experimentacion

El presente ensayo se realizd en dos establecimientos ganaderos comerciales
localizados en la Provincia de Buenos Aires (establecimiento 1: 35° 21" 48” S, 57° 13’
377 O; y establecimiento 2: 34° 56" 29” S, 59° 08'23” O) en la primavera (octubre-
noviembre) del afio 2017.

Se utilizé un total de 62 vacas Aberdeen Angus adultas. En el establecimiento 1
se incluyeron 27 animales con un peso promedio de 456,1 £ 4,7 kg, una condicién
corporal (CC) de 3,32 + 0,02 (rango, 2,5-4) en una escala de 1-5 (Houghton y col., 1990)
y mas de 62 dias posparto al inicio del ensayo. En el establecimiento 2 se utilizaron 35
vacas con un peso promedio de 476,1 + 6,2 kg, con una CC de 3,57 &+ 0,03 (rango 2,5-4) y
mas de 65 dias posparto al inicio del ensayo. Las vacas de ambos establecimientos se
encontraban bajo un sistema de manejo extensivo basado en pastoreo de pastizal natural.
4.2.2 Protocolo de IATF

A todas las vacas incluidas en el presente ensayo se les realizo un protocolo
convencional de IATF. Brevemente, el dia 0 del ensayo, recibieron una inyeccion
intramuscular (IM) de 2 mg de benzoato de estradiol (Syntex, Argentina) y un dispositivo
intravaginal que contenia 0,5 g de P4 (DIB®, Syntex, Argentina). El dia 7 se retiraron los
dispositivos intravaginales, y todos los animales recibieron una dosis de un andlogo de la
prostaglandina F2a (500 pug D-+cloprostenol; Ciclase®, Syntex) y 0,5 mg de cipionato de

estradiol (Cipiosyn®, Syntex) ambos por via IM. Las vacas fueron inseminadas
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artificialmente, 52-56 h posteriores al retiro del dispositivo intravaginal, por un unico
operario (dia 9). En ambos establecimientos se utilizd semen del mismo toro que
pertenecia a una misma partida.
4.2.3 Grupos experimentales
En cada establecimiento, las vacas fueron divididas al azar en dos grupos. El grupo
Zn, recibid una unica inyeccion de sulfato de Zn (400 mg totales en 8§ mL; Sigma-
Aldrich, Cat. No. 83265) por via subcutanea el dia 0 del ensayo. El grupo control recibio
un volumen equivalente (8 mL) de solucion fisioldgica estéril por via subcutinea en el dia
0 del ensayo.
En el establecimiento 1, los grupos quedaron conformados por n=11 y n=16 para el

grupo Zn y control respectivamente. En el establecimiento 2, los grupos fueron de n=16 y
n=19 animales para el grupo Zn y control respectivamente.
4.2.4 Muestras de sangre

Las muestras de sangre (10 mL) se obtuvieron por puncion de la vena coccigea
los dias 0, 7, 9 y 16. Las mismas fueron recolectadas en tubos con EDTA e
inmediatamente refrigeradas con hielo. Fueron centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos
para obtener el plasma. El plasma se almacen6 a -20°C hasta el momento del analisis.
4.2.5 Concentracion de Zn plasmatico

La zincemia fue evaluada los dias 0, 7, 9 y 16. Las muestras de plasma fueron
proporcionalmente desproteinizadas con acido tricloracético al 10% (p/v). Las
mediciones de Zn se realizaron utilizando espectrofotometria de absorcién atomica
(Perkin Elmer AAnalyst 200; AAS, International Equipment Trading Ltd., Mundelein,
EE. UU.).
4.2.6 Medicion de hormonas

La concentracion plasmatica de E2 (dia 9 del protocolo) se determind mediante la
técnica de radioinmunoensayo (RIA) utilizando un kit comercial (Estradiol Double

Antibody, Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA, USA) (el
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coeficiente de variacion intraensayo fue de 7,6% y la sensibilidad de 2,9 pg/muestra). La
concentracion plasmatica de P4 (dia 16 del protocolo) se determiné mediante RIA con un
kit comercial (Coat A-Count®, Siemens Medical Solutions Diagnostics) (el coeficiente
de variacion intraensayo fue de 11.9% y la sensibilidad de 0,2 ng/muestra). En ambos
casos, el momento de la evaluacion se establecidé de forma arbitraria, teniendo en cuenta
que el dia 9 es el dia del protocolo en el cual el foliculo dominante alcanza su tamaiio
maximo (de la Mata y col., 2018); y, por otro lado, considerando que alrededor del dia 6
posovulacion (dia 16 del protocolo, aproximadamente) el CL alcanza su diametro
maximo (Tom y col., 1998).
4.2.7 Ultrasonografia

El area del FP al momento de la IATF (AFP, dia 9), el area del CL (ACL, dia 16)
y el porcentaje de prefiez (dia 50, 41 dias después de la IATF) se determinaron por
ultrasonografia transrectal (ecografo Aloka 500V equipado con un transductor lineal de
7.5-MHz, Wallingford, CT). Para estimar el AFP y el ACL se tomaron imagenes del
didmetro maximo horizontal y vertical de cada FP, CL y cavidad del CL, en caso de que
estuviera presente. Para el andlisis estadistico se tomaron ambos diametros y se realizd un
promedio. El ACL se calculo restando el area de la cavidad lutea al area total del CL. El
diagnostico de prefiez se realizO por presencia del latido cardiaco fetal. Todas las
mediciones fueron realizadas por el mismo operador.
4.2.8 Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente aleatorio en bloque. El modelo estadistico
incluy¢ el efecto aleatorio del bloque (establecimiento, n=2), el efecto fijo del tratamiento
(n=2) y la interaccion de primer orden. El analisis estadistico de las variables continuas
(zincemias, E2 y P4, AFP y ACL) se realizo mediante una regresion lineal con el
procedimiento MIXED de SAS 9.0 (SAS Inst. Inc.). Para el analisis estadistico de la
zincemias se utilizdé un modelo lineal de medidas repetidas en el mismo programa

estadistico. El AFP se utiliz6 como covariable en el analisis del ACL. El analisis de las
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variables binomiales (tasa de prefiez) se realizé mediante una regresion logistica con el
procedimiento GLIMMIX de SAS 9.0 (SAS Inst. Inc.). Para lo cual se utiliz6 una
distribucién Binomial y un enlace Logit. Los resultados se expresaron como medias de
los minimos cuadrados = EEM. La significancia estadistica se fijo en P < 0,05 y se

consider6 tendencia cuando P fue <0,1.

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Animales

La concentracion plasmatica de Zn al inicio de la IATF (dia 0) fue diferente en
ambos establecimientos (91,5 = 5,3 y 125,5 £ 4,6 pg/dl Zn para los establecimientos 1 y 2
respectivamente; P < 0,01). El 66,6% (18/27) de las vacas del establecimiento 1
presentaron valores de zincemia inferiores a los valores consideradados adecuados (< 90
ug/dl). En el establecimiento 2, por el contrario, todos los animales (35/35) presentaron
valores normales de zincemia (> 96 pg/dl).
4.3.2 Efecto de la suplementacion parenteral con Zn sobre la zincemia

El tiempo (dia) tuvo un efecto cuadratico sobre la zincemia (107,2 £ 3,9; 131,7 +
4,5; 111,5+ 3,9y 103,7 £ 4,4 pg/dl de Zn; para los dias 0, 7, 9 y 16, respectivamente; P <
0,01; Figura 4.1). Sin embargo, la suplementacion parenteral con Zn no modificéd la
concentracion plasmatica del mineral (116,1 = 2,9 vs. 110,9 + 3,2 pg/dl de Zn para el
grupo control y Zn, respectivamente; P = 0,24). La interaccion del tiempo y el tratamiento

no tuvo efecto sobre la concentracion plasmatica de Zn (P = 0,55).
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Figura 4.1. Efecto de la suplementacion parenteral con Zn al inicio de un protocolo de

IATF sobre la zincemia
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Las vacas fueron suplementadas al comienzo del protocolo de IATF (dia 0; indicado con
flecha) con solucién salina (grupo control; linea discontinua) o con 400 mg de sulfato de
Zn (grupo zinc; linea continua). La concentracion plasmatica de Zn fue evaluada los dias
0, 7, 9 y 16 del ensayo. Los resultados se expresan como medias de los minimos
cuadrados £ EEM. El tiempo (dia) tuvo un efecto cuadratico sobre la concentracion
plasmatica de Zn (P < 0,01). No existi6 efecto del tratamiento (suplementacion parenteral
con Zn) ni de la interaccion del tiempo y el tratamiento sobre la concentracion plasmatica
de Zn (P =0,24 y P = 0,55, respectivamente).

4.3.3 Efecto de la suplementacion parenteral con Zn sobre el AFP, ACL,
concentracion plasmatica de E2 y P4 y el porcentaje de prefiez.

El efecto de la suplementacion parenteral con Zn sobre el AFP, ACL y la
concentracion plasmatica de E2 y P4 se muestra en la Tabla 4.1. La suplementacion con
Zn aument6 el AFP (P = 0,04) y la concentracion plasmatica de P4 (P = 0,01), pero no
modificé la concentracion plasmatica de E2 ni el ACL. En las hembras deficientes
(zincemia < 90 pg/dl en el dia 0) la suplementacion con Zn aument6 el ACL (3,40 + 0,30
vs. 4,40 + 0,39 cm?2 para el grupo control y Zn respectivamente; P = 0,04), tendi6 a
incrementar el AFP (0,97 + 0,12 vs. 1,36 £ 0,15 cm2 para el grupo control y Zn
respectivamente; P = 0,09) e increment6 solo numéricamente la concentracion plasmatica

de P4 (4,1 £ 0,6 vs. 5,4 £ 0,8 ng/ml para el grupo control y Zn respectivamente; P =
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0,25). En estos animales, la suplementacion con Zn no modificé la concentracion
plasmatica de E2 (18,1 + 1,4 vs. 15,7 £ 1,7 pg/ml para control y Zn, respectivamente; P =
0,31).

Finalmente, la suplementacion con Zn incrementd el odds ratio (OR) de prefiez
(OR = 3,98; P = 0,04) dado que el porcentaje de prefiez fue de 80,9% en las vacas
suplementadas con Zn vs. 51,6% en las vacas control (Tabla 4.2). La interaccion entre los
establecimientos y la suplementacion con Zn no tuvo efecto sobre ninguna de las

variables analizadas (P > 0,30).

Tabla 4.1. Efecto de la suplementacion parenteral con Zn al inicio de un protocolo de
IATF sobre el area del foliculo preovulatorio (AFP), area del cuerpo luteo (ACL), y

concentracion plasmatica de estradiol (E2) y progesterona (P4).

Tratamiento AFP (cm®) E2 (pg/mL) ACL (cm?) P4 (ng/mL)
Control 0,88 +0,05° 15,5+0,7 3,35+£0,19 3,7+0,3°
Zinc 1,09 +0,08° 15,8+0,8 3,64 +0,22 50+0,3°

Las vacas recibieron una inyeccion subcutanea con 400 mg de sulfato de zinc al inicio de
un protocolo de inseminacion artificial a tiempo fijo (dia 0 del ensayo) o actuaron como
control negativo. El AFP fue evaluado el dia 9. La concentracion plasmatica de E2 fue
evaluada al momento de la inseminacion (dia 9). El ACL se estimo el dia 16 al igual que
la concentracion plasmatica de P4. Los resultados se expresan como medias de los
minimos cuadrados + EEM. Diferentes superindices dentro de la columna indican P <
0.05.
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Tabla 4.2. Efecto de la suplementacion parenteral con Zn al inicio de un protocolo de

IATF sobre la tasa de prefiez en hembras bovinas.

Riesgo de prefiez

% OR IC 95% P
Establecimiento 1 55,56 1 0,39
2 67,65 1,67 0,50-5,58
Zn No 51,61 1 0,04
Si 80,95 3,98 1,05-15,05

OR: odds ratio; 1C: intervalo de confianza. El ensayo se realizd con animales de dos
establecimientos ganaderos comerciales. Las vacas del grupo suplementado con Zn
fueron inyectadas por via subcutanea con 400 mg de sulfato de zinc al inicio de un
protocolo de IATF. La tasa de prefiez se determiné por ultrasonografia transrectal 41 dias
después de la inseminacion artificial.

4.4 DISCUSION

En el presente estudio, la suplementacion parenteral con Zn al inicio del
protocolo de IATF incremento la tasa de prefiez de hembras bovinas, independientemente
del estatus inicial del mineral. La suplementacion con Zn no solo aument6 el ACL en las
hembras deficientes, sino que también, increment6 la concentracion plasmatica de P4 en
vacas con valores de zincemia considerados normales (> 90 pg/dL). La concentracion
plasmatica de P4 en animales con deficiencia de Zn se incrementd solo numéricamente,
probablemente debido al escaso niimero de animales con esta condicion.

Diversos trabajos dan cuenta de la relacion existente entre el Zn y el
funcionamiento del CL. En ratas, Zhang y colaboradores (1998) demostraron que el Zn
inhibe la apoptosis en células luteales cultivadas in vitro. Ademas, la deficiencia de Zn en
la dieta causa el desarrollo de un CL de menor tamafio en esta especie (Taneja y Kaur,
1990). Por otro lado, el Zn forma parte constitutiva de la enzima Cu/Zn-SOD, donde la

union del Zn a la Cu/Zn-SOD es esencial para su adecuada funcion bioldgica (Borchelt y
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col.,, 1994; Sahawneh y col.,, 2010). Varios estudios demuestran la importante
participacion de esta enzima en el mantenimiento de un CL de tamafio normal y con
produccion adecuada de P4 (Nishimura y col., 2008; Noda y col., 2012; Al-Gubory y col.,
2012; Kawaguchi y col.,, 2013). La enzima Cu/Zn-SOD es uno de los principales
mecanismos para la defensa celular contra las especies reactivas del oxigeno (Ho, 2004),
la cual protege a la célula contra el dafio producido por el radical superoxido. En animales
deficientes de Zn, la disminucion de la actividad Cu/Zn-SOD podria dafar las células
luteales, disminuir el tamafio del CL y reducir la produccion de P4.

La progesterona es esencial para el establecimiento y mantenimiento de la prefiez.
La disminucién de la concentracion plasmadtica de dicha hormona durante el desarrollo
embrionario temprano reduce la secrecion embrionaria de interferon-tau (IFN-t) y altera
la expresion de genes asociados a la migracion y proliferacion celular, a la remodelacion
proteica, y a factores que contribuyen con la elongacion embrionaria (Forde y col., 2011;
Forde y col., 2012). Diferentes estudios han reportado una asociacion positiva entre la
concentracion de P4 durante la prefiez temprana y el crecimiento del concepto bovino
(Mann y Lamming, 2001; Green y col., 2005). Ademas, se ha visto que la suplementacion
con P4 durante los estadios tempranos de la prefiez favorece el desarrollo embrionario y
la secrecion uterina (Garrett y col., 1988; Mann y col., 1995). En vacas de produccion
lechera, la concentracidon sérica de P4 se encuentra asociada a la supervivencia del
embrion (McNeill y col., 2006; Stronge y col., 2005; Rhinehart y col., 2009). En ganado
de leche, se demostrdé una asociacion positiva entre la concentracion sérica de P4 de
hembras receptoras (en los primeros 7 dias de la gestacion) y la tasa de prefiez obtenida
por transferencia embrionaria (Kenyon y col., 2012). En ganado de carne, la reduccion de
P4 sérica durante la lactancia, incrementa las pérdidas embrionarias tardias y fetales
tempranas (Rhinehart y col., 2009). Estos resultados confirman que la concentracion

plasmatica de P4 es un indicador importante de supervivencia embrionaria/fetal durante la
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prefiez temprana. En el presente estudio, el incremento en P4 producido por la
suplementacion con Zn fue acompafiado por un incremento en la tasa de prefiez.

Si bien, la literatura acerca del efecto de la suplementacion con Zn sobre el
porcentaje de prefiez en el bovino es escasa, existen varios estudios donde se ha evaluado
el efecto de la suplementacién con mezclas minerales conteniendo Zn sobre dicha
variable (Olson y col., 1999; Ahola y col., 2004; Black y French, 2004; Vanegas y col.,
2004; Siciliano-Jones y col., 2008; Gonzalez-Maldonado y col., 2017). Ahola y col.,
(2004) observaron un incremento en la tasa de prefiez post-IA en vacas suplementadas
oralmente por dos afios con Zn, Cu y manganeso (Mn). Ademas, en un metaanalisis
donde se evaluaron 20 articulos y reportes de investigacion, Rabiee y col., (2010)
demostraron que la suplementacion oral con una mezcla de sales organicas de Zn, Cu, Mn
y cobalto redujo el nimero de servicios por concepcidon e incrementd el porcentaje de
prefiez en vacas lecheras en lactancia.

En el presente estudio, la suplementacion con Zn al inicio del protocolo de IATF
incrementd el AFP. Este hallazgo se encuentra en concordancia con otros autores
(Swenerton y Hurley 1980, Taneja y Kaur 1990), donde la deficiencia de Zn provocé el
retraso del crecimiento folicular y la falta de foliculo preovulatorio de Graaf en monos y
ratones. Ademas, Ceko y col. (2015), estudiando la distribucion del Zn en el ovario
bovino, encontraron que dicho mineral se halla en concentraciones mas elevadas en
foliculos sanos respecto a los atrésicos, remarcando la importancia del Zn en el
metabolismo folicular (la cohorte sana mostrd tres veces mas Zn que los foliculos en
regresion). Si bien, el efecto directo del Zn sobre los foliculos y el CL podria ser el
responsable del aumento en el AFP, ACL (solo en vacas deficientes) y la P4 en los
animales suplementados (Zhang y col., 1998; Ceko y col., 2015), estos cambios podrian
deberse también, a la participacion del Zn en la sintesis y/o secrecion de las hormonas
foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) (Bedwal y Bahuguna, 1994). La FSH es la

principal hormona reguladora del crecimiento folicular durante su inicio (McNeilly y
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Fraser, 1987). La LH, por otro lado, estimula el crecimiento final del foliculo, y en el
bovino, el crecimiento del CL y la secrecion de P4 por parte del mismo (Snook y col.,
1969; McNeilly y Fraser, 1987; Weems y col., 1998; Kumar y Sait, 2011).

La suplementacion con Zn no produjo un aumento en su concentracion
plasmatica, ni siquiera en los animales deficientes. Lo mismo fue descripto por Gonzalez-
Maldonado y col. (2017) en vacas suplementadas parenteralmente con una mezcla
mineral que incluia Zn. Dichos autores especularon que el mineral podria ser absorbido y
almacenado rapidamente en diferentes tejidos (musculo, adiposo e intestino delgado). En
el presente estudio, la concentracion plasmatica de Zn aumentd unicamente en el dia 7 y
en ambos grupos. El incremento observado en el grupo control confirma cuan variable
puede resultar la zincemia. Este incremento podria deberse al protocolo de IATF, en el
cual se administra un conjunto de hormonas. Ciertas hormonas esteroideas (exdgenas y
endogenas) como los corticoesteroides adrenales y esteroides gonadales, pueden
modificar la concentracion del Zn circulante (Solomons, 1979). En la mujer, la
concentracion del Zn plasmatico varia a lo largo del ciclo menstrual, siendo maxima
durante la fase folicular para declinar durante la ovulacién y la fase luteal (Deuster y col.

1987).

4.5 CONCLUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que la suplementacion parenteral
con Zn, al inicio de un protocolo de IATF, incrementa el tamafio del foliculo
preovulatorio, la concentracion plasmatica de P4 y el porcentaje de prefiez en vacas de

cria sin modificar la zincemia.



47

CAPITULO 5

EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE ZINC SOBRE LA

CALIDAD ESPERMATICA Y LA FECUNDACION IN VITRO EN BOVINOS

5.1 INTRODUCCION

La deficiencia de Zn provoca alteraciones reproductivas como baja fertilidad,
aumento en el periodo postparto e incremento en el numero de servicios por concepcion
en diferentes especies (Swenerton y Hurley, 1980; Taneja y Kaur, 1990; Underwood y
Suttle, 1999; Ceko y col., 2015). Sin embargo, poco se sabe acerca de la participacion del
Zn y su efecto en la reproduccion de la hembra bovina. En los mamiferos, la fecundacion
y las primeras divisiones celulares del nuevo embrién ocurren en el oviducto. Si bien, el
estudio de los componentes del fluido oviductal bovino comenzo6 en la década de 1950
(Olds y Vandemark, 1957), atn se desconoce la concentracion de Zn en dicho liquido. Se
ha demostrado previamente que la concentracion de otro mineral traza, como el cobre, se
encuentra dentro del rango plasmatico (Anchordoquy y col., 2017). Recientemente, se ha
reportado en camellos que las concentraciones de Zn en el suero y fluido oviductal son
similares (Swelum y col., 2020). La composicion del fluido oviductal es importante para
la maduracion espermatica, la fecundacion y el desarrollo embrionario temprano (Grippo
y col., 1992; Gardner y col., 1994; Bavister, 2000). El Zn cumple funciones importantes
en la fisiologia espermatica dado que incrementa su viabilidad, participa en el
metabolismo de lipidos y en la estabilizacion de la membrana y de la estructura del ADN
del espermatozoide, entre otros (Fallah y col., 2018). Ademas, se ha propuesto al Zn
extracellular como un importante regulador de la capacitacion espermatica y de la
reaccion acrosomica (RA) (Michailov y col., 2014). En ratas, la deficiencia de Zn en la
dieta produce una rapida disminucion en la concentracion de Zn en fluidos dentro del

tracto reproductivo de la hembra (Gallaher y Hurley, 1980). Por lo tanto, la presencia de
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bajas concentraciones de Zn en el oviducto de hembras deficientes podria alterar la
viabilidad y la funcién espermadtica, y por ende reducir la tasa de fecundacion. Por otro
lado, se ha demostrado que la adicion de Zn al medio de cultivo, en concentraciones
similares a las plasmaticas, mejora la maduracion in vitro (MIV) de ovocitos bovinos
(Picco y col., 2010; Anchordoquy y col., 2014). Sin embargo, no existen reportes que
describan si dicha suplementacion al medio de FIV afecta la calidad espermatica y el
desarrollo embrionario temprano en bovinos.

La hipotesis del presente trabajo es que la suplementacion con Zn en el medio de
fertilizacion in vitro (FIV) incrementa la calidad espermatica y el desarrollo embrionario
posterior en el bovino. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de la suplementacion al medio de cultivo con concentraciones deficientes o adecuadas de

Zn sobre la calidad espermatica y el éxito de la FIV.

5.2 MATERIALES Y METODOS
5.2.1 Reactivos y medios

Todos los reactivos utilizados para la preparacion de los medios fueron
adquiridos en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), a menos que se indique lo
contrario. El medio de maduracién utilizado fue TCM-199, suplementado con 10% (v/v)
de suero fetal bovino (SFB), 0,2 mM de piruvato sédico, 1 mM de glutamina, 1 pg/mL de
FSH (Bioniche Animal Health Canada Inc.), 1 pg/mL de 17b- estradiol y 50 pug/mL de
kanamicina. Para la FIV se utiliz6 el medio Tiroides-albumina-lactato-piruvato (TALP)
suplementado con 6 mg/mL de albimina sérica bovina libre de acidos grasos, 20 uM de
penicilamina, 10 uM de hipotaurina y 100 pug/mL de heparina sulfato. El medio de
cultivo utilizado para el desarrollo de embriones fue el fluido oviductal sintético
modificado (SOFM) (Gardner y col., 1994). La solucion acuosa de sulfato de Zn utilizada

fue adquirida en Merck (Tokio, Japon).
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En todos los experimentos el medio de FIV fue suplementado con 0 (sin
suplementacion), 40, 80 y 120 pg/dL de Zn. Las concentraciones se establecieron de
acuerdo a la clasificacion del estatus plasmatico de Zn en los bovinos; donde una
concentracion menor a 80 pug/dL Zn corresponde a un estatus de deficiencia, entre 80 a 90
pg/dL Zn al estatus de deficiencia marginal, y valores por encima de 90 pg/dL Zn
corresponde a un estatus adecuado (Enjalbert y col., 2006).

5.2.2 Analisis de la integridad estructural y funcional de la membrana plasmatica
del espermatozoide y de la motilidad espermatica

Para la realizacion de todos los experimentos se utilizdo un pool a partir de tres
pajuelas de semen congelado proveniente de tres toros, adquiridas en Cabafia La Legua
SA, Coronel Pringles. Los espermatozoides obtenidos se lavaron en un gradiente
discontinuo de Percoll. El pellet obtenido fue removido y resuspendido en 300 pL de
solucion HEPES-TALP y centrifugado a 300 g por 10 minutos. El pellet resultante fue
dividido en cuatro fracciones y cada una de estas fue suspendida en medio FIV
suplementado con 0, 40, 80 y 120 pg/dL de Zn para alcanzar una concentracion final de 2
x 10° espermatozoides/mL. Se tomé una alicuota de cada grupo en tres momentos
diferentes (0, 3 y 6 h) para determinar la integridad estructural y funcional de la
membrana plasmatica del espermatozoide, y su motilidad. La integridad estructural de la
membrana plasmatica (viabilidad espermatica) se determin6 utilizando la tincién eosina-
nigrosina (Maes y col., 2011). Brevemente, se tomo6 20 pL de la muestra de semen, se
mezcld con igual volumen de la solucion de eosina-nigrosina y se incubd por 1 minuto a
temperatura ambiente. Luego se tomaron 10 pL de la mezcla para realizar un frotis en
portaobjeto, el cual se dejo secar al aire. Se realiz6 un recuento de 200 espermatozoides, a
400 x, distribuidos en al menos cinco campos microscopicos por cada réplica y se registro
el porcentaje de espermatozoides vivos. Los espermatozoides no coloreados fueron
clasificados como vivos, mientras que los teflidos de color rosa fueron clasificados como

muertos. La integridad funcional de la membrana plasmatica se evalu6 usando la prueba
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de hinchazon hipoosmética (HOST, por sus siglas en inglés) (Revell y Mrode, 1994).
Brevemente, se hizo una dilucion 1:10 (v/v) de muestras de semen en la solucion
hiposmética (100 mOsm/L; 57,6 mM de fructosa y 19,2 mM de citrato de sodio) y se
incubd a 37°C por 40 min. Luego se tomd 10 uL. de la muestra y se coloco entre porta y
cubreobjetos. Se realizd el recuento de 200 espermatozoides, a 400x, distribuidos en al
menos cinco campos microscopicos diferentes por réplica y se registrd el porcentaje de
espermatozoides con el flagelo hinchado y enrollado. Ademas, se evalu6 la motilidad
progresiva (MP) (al menos 200 espermatozoides en cinco campos diferentes) por medio
de un andlisis espermatico asistido por computadora (Hamilton Thorne, Beverly, MA,
USA). Para cada prueba se realizaron tres réplicas.
5.2.3 Evaluacion del estatus acrosomal

El estatus acrosomal (EA) se evaluo utilizando la lectina Pisum sativum
aglutinina marcada con isotiocianato de fluresceina (FITC-PSA, por sus siglas en inglés),
segun lo descripto por Mendoza y col. (1992). Brevemente, se realizaron frotis de semen
los cuales se dejaron secar al aire por 2 h. Luego se fijaron con metanol por 30 segundos
y fueron marcados utilizando 50 mg/mL de FITC-PSA en PBS por 30 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. Los portaobjetos fueron lavados con agua destilada y
cuidadosamente montados. Se observaron 200 espermatozoides por muestra con un
microscopio de epifluorescencia (Olympus BX40, Tokyo, Japén) utilizando ondas de
excitacion de 450-490 nm con un aumento de 1000x. La prueba se interpretdé como
positiva, cuando la region acrosomal se tifio de verde (FITC-PSA positiva; acrosoma
intacto), mientras que aquellos espermatozoides que habian sufrido reacciéon acrosoémica o
dafio acrosomal tuvieron solamente una banda de tincion ecuatorial con ausencia o leve
tincion en la region anterior de la cabeza (FITC-PSA negativa). Para esta prueba se

realizaron tres réplicas.
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5.2.4 Maduracion, fertilizacion y cultivo in vitro

La M1V, FIV y el CIV se realizaron segun Picco y col. (2010). Brevemente, los
ovarios bovinos fueron obtenidos a partir de hembras de frigorifico, independientemente
del estado del ciclo estral, y transportados al laboratorio en solucion fisiologica estéril con
antibioticos, a 37 °C, dentro de las 3 horas de realizada la extraccion. Los complejos
ovocito-camulus (COC) fueron aspirados de foliculos entre 3 a 8 mm de diametro,
utilizando una aguja (18-G) y jeringa estéril. Solo aquellos complejos con cimulus
intactos y citoplasma con granulado uniforme se seleccionaron para la MIV. Grupos de
10 COC fueron transferidos a gotas de 50 uL de medio MIV bajo aceite mineral (Squibb,
Princeton, NJ, USA) e incubados por 24 h a 39°C en una atmoésfera de 5% de CO,y
humedad a saturacion. Para la FIV, los ovocitos fueron lavados dos veces en HEPES-
TALP suplementado con 3 mg/mL de albimina sérica bovina y colocados posteriormente
en gotas de 50 puL. de medio FIV bajo aceite mineral. El semen se prepar6 de la manera
descripta en el apartado 5.2.2. El pellet de semen fue dividido en cuatro fracciones y cada
una de estas fue suspendida en medio FIV suplementado con 0, 40, 80 y 120 pg/dL para
alcanzar una concentracién final en la FIV de 1 x 10° espermatozoides/mL. La incubacién
se realizo durante 24 h a 39°C en una atmosfera de 5% de CO,y humedad a saturacion.
Después de la FIV, los presuntos zigotos fueron denudados de la células del caimulus por
medio de pipeteo, lavados dos veces en medio HEPES-TALP, y luego cultivados en
SOFM. El cultivo de los embriones se llevd a cabo en gotas de 40 uL de medio bajo
aceite mineral (10 presuntos zigotos por gota) a 39°C en una atmésfera de 7% de O,, 5%
de CO, y 88% de N, con aire saturado de humedad. El medio se reemplazd cada 48 h y
los embriones fueron cultivados por 10 dias (considerando al dia 0 como el dia de la
fecundacion). La tasa de clivaje y de blastocistos se determindé en el dia 2 y 8,
respectivamente. Al dia 10 se registro la tasa de eclosion. Para evaluar el efecto de la
suplementacion con Zn durante la FIV se utilizaron seis réplicas con un total de 806 COC

madurados.
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5.2.5 Prueba de union de espermatozoides a la zona pelicida (ZP)

Los COC fueron madurados por 24 h como se describid en el apartado anterior, y
luego denudados mediante pipeteo. Los ovocitos desnudos se lavaron dos veces en medio
HEPES-TALP y se colocaron en gotas de 50 pL de medio FIV con las diferentes
concentraciones de Zn bajo aceite mineral. Los ovocitos (10 ovocitos por gota) y los
espermatozoides se incubaron por 2 h a 37°C en una atmdsfera con 5% de CO,. El semen
se prepard como se explicod en el apartado 5.2.2. Después de la incubacion, los ovocitos
fueron transferidos a PBS suplementado con 10% (v/v) de SFB y lavados tres veces para
remover los espermatozoides unidos débilmente utilizando una micropipeta. Por ultimo,
los ovocitos se tifieron con Hoechst 33342 y fueron montados sobre portaobjetos y
cubreobjetos. El nimero de espermatozoides unidos a cada ovocito fue determinado por
observacion bajo un microscopio de epifluorescencia a 200x de aumento. Para este
proposito se utilizaron n=73 COC en tres réplicas.

5.2.6 Formacion de pronucleos

Los COC fueron madurados y luego fecundados in vitro como se describi6 en la
seccion 5.2.4. El medio de FIV se suplement6 con las cuatro concentraciones de Zn. A las
18 h post inseminacion, los presuntos zigotos fueron incubados por 5 minutos a 37°C en
PBS con 0,1% (p/v) de hialuronidasa y luego fueron denudados mediante pipeteo.
Posteriormente, los presuntos zigotos se incubaron por 30 minutos a 37°C en PBS con 5
mg/L de Hoechst 33342. Por ultimo, se examin6é la morfologia pronuclear de los
presuntos zigotos bajo un microscopio de epiluorescencia a 200x y 400x aumentos. Para
este proposito se maduraron n=514 COC en seis réplicas.

5.2.7 Concentracion de zinc en el medio de FIV

Se tomaron muestras del medio de FIV previo a la suplementacion. Las mismas

fueron desproteinizadas en cantidades iguales (50:50) con &cido tricloracético al 10%

(p/v). La concentracion de Zn se determino usando un espectrofotdmetro de absorcion
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atomica de llama (Perkin Elmer AAnalyst 200; AAS, International Equipment Trading
Ltd., Mundelein, USA) (Piper y Higgins, 1967).
5.2.8 Analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorio en bloque. El modelo estadistico
incluy¢ el efecto aleatorio del bloque (réplica) y el efecto fijo del tratamiento (0 vs 40 vs
80 vs 120 ug de Zn/dL). Las variables como la concentracion de Zn y el numero de
espermatozoides unidos a la zona pelucida fueron analizadas con un modelo lineal usando
el procedimiento MIXED de SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA). La viabilidad, HOST,
MP, EA, la formacion de prontcleos, asi como los porcentajes de clivaje, blastocistos y
eclosion se analizaron con una regresion logistica utilizando el procedimiento GENMOD
(SAS Institute, Cary, NC, USA). Los resultados se expresan como media de los minimos
cuadrados + error estandar de la media para las variables continuas y como porcentajes en
el caso de las variables discretas. Se considerd significativo un valor de P < 0,05 y se

consideraron tendencias valores de P <0,1.

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Determinacion de Zn en el medio de FIV

La concentracion de Zn en el medio de FIV fue de 25 + 4 pg/dL. Por lo tanto,
luego de la adicion de 0, 40, 80 y 120 pug/dL Zn al medio de FIV, la concentracion final
fue de 25 (deficiente), 65 (deficiente), 105 (adecuado) y 145 (adecuado) pg/dL Zn,
respectivamente.
5.3.2 Efecto de diferentes concentraciones de Zn en el medio de FIV sobre la
integridad estructural y funcional de la membrana plasmatica de espermatozoides y
en la motilidad espermatica

La suplementacion con Zn no modificod la viabilidad de los espermatozoides al
inicio (0 h) o luego de 3 h de cultivo (P > 0,05). Sin embargo, el porcentaje de

espermatozoides vivos después de 6 h de incubacion fue significativamente mayor en los
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medios de FIV suplementados con 80 y 120 ug/dL de Zn (P = 0,02). La viabilidad
obtenida con la adicion de 0 y 40 pg/dL de Zn luego de 6 h fue similar (P = 0,17; Tabla
5.1).

El porcentaje de espermatozoides positivos a HOST luego de 3 h fue mas alto con
el agregado de 80 pg/dL de Zn (P = 0,03). Sin embargo, no existi6 diferencias entre los
tratamientos a las 0 o0 6 h (P > 0,05; Tabla 5.1).

Los espermatozoides incubados con el agregado de 80 y 120 pg/dL de Zn
mostraron un incremento en la MP a las 3 h (P = 0,03), mientras que a las 6 h la MP fue
mayor con el agregado de 80 ug/dL de Zn (P = 0,03), sin existir diferencias entre 0, 40 y

120 pg/dL de Zn (P = 0,99; Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Efecto de diferentes concentraciones de zinc adicionadas al medio de FIV
sobre la integridad estructural y funcional de la membrana plasmatica de espermatozoides

bovinos y la motilidad espermatica.

C HOST positivo Motilidad progresiva
Viabilidad (%
Suplementacion %) (%) (%)
con Zn
Oh 3h 6h Oh 3h 6h Oh 3h 6h
0 pg/dL 80.7 74.5 g4.2° 39.0 182" 175 75.0 375"  0.0°
40 pg/dL 822 749 ¢7.1** 36.7 19.5* 187 775 450" 2.5°
80 pg/dL 82.6 77.5 oot 38.0 24.7° 232 725 57.5°  10.0°
120 pg/dL 81.5 77.1 71.0° 407 18.7° 197 725  55.0°  2.5°

Viabilidad (integridad estructural de la membrana del espermatozoide), HOST (prueba de
hinchazén hipoosmética; integridad funcional de la membrana del espermatozoide) y
Motilidad Progresiva se expresan en porcentajes (tres réplicas en diferentes dias). Las
variables mencionadas se evaluaron en espermatozoides cultivados en medio de FIV
suplementado con 0, 40, 80 y 120 ug/dL de Zn a las 0, 3 y 6 h de incubacion. Letras
diferentes en la misma columna (a, b, ¢) indican diferencias significativas (P < 0,05).
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5.3.3 Efecto de diferentes concentraciones de Zn en el medio de FIV sobre el EA

Los espermatozoides suplementados con Zn mostraron un mayor porcentaje de
acrosomas intactos a las 3 h de incubacion (P < 0,01). En ese punto del tiempo, los
espermatozoides suplementados con 80 pug/dL de Zn obtuvieron el porcentaje mas alto de
acrosomas intactos (P = 0,04). Después de 6 h de incubacién no hubo diferencias entre

los grupos (P = 0,94; Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Efecto de diferentes concentraciones de zinc en el medio de FIV sobre el

estatus acrosomal.

., Espermatozoides con el acrosoma intacto (%)
Suplementacion con Zn

0h 3h 6h
0 pg/dL 75.5 44.8° 43.0
40 pg/dL 76.0 52.5° 44.0
80 pg/dL 75.0 64.0° 45.5
120 pg/dL 78.0 49.5° 44.0

Porcentaje de espermatozoides bovinos con el acrosoma intacto cultivados en medio FIV
suplementados con 0, 40, 80 y 120 pg/dL de Zn. La evaluacion se realizo alas 0,3y 6 h
de incubacién. *™ ¢ Valores con diferentes letras en la misma columna difieren entre si (P
<0,05).
5.3.4 Efecto de diferentes concentraciones de Zn en el medio de FIV sobre la union
de espermatozoides a la ZP

La suplementacion al medio de FIV con 40 y 80 ug/dL de Zn incrementd el

nimero de espermatozoides unidos a la ZP respecto al medio no suplementado (P < 0,01).

Sin embargo, no existi6 diferencias entre 0 y 120 pg/dL de Zn (P = 0,35; Figura 5.1).
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Figura 5.1. Efecto de diferentes concentraciones de zinc en el medio de FIV sobre la

unién de espermatozoides en la zona pelucida (ZP).
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“b¢ Columnas con diferentes letras difieren estadisticamente (P < 0,05). Los datos se
expresan como medios de minimos cuadrados £ error estandar de la media (n=73
ovocitos desnudos en tres réplicas). Ovocitos y espermatozoides fueron incubados por 2 h
y luego tefnidos con Hoechst 33342. El numero de espermatozoides unidos a la ZP se
determind por observacion bajo un microscopio de epifluorescencia con un aumento de

200x.
5.3.5 Efecto de diferentes concentraciones de Zn en el medio de FIV sobre la
formacion de prontcleos

La presencia de dos pronucleos (fecundacion normal), polispermia (mas de dos
pronucleos) y el porcentaje de ovocitos maduros penetrados no fue diferente entre los

tratamientos (P > 0,71; Tabla 5.3).
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Tabla 5.3. Estado de fecundacion de los presuntos zigotos producidos con distintas

concentraciones de zinc en el medio de FIV.

. ) Ovocitos n (%)
Suplementacion  N° de ovocitos

con Zn evaluados  ONF 1PN 2PN >2PN  Penetrados
0 pe/dL 120 9(7,5) 10(8,3) 93(77,5) 8(6,7) 111(92,5)
40 pg/dL 131 10(7,6) 7(53) 106(80,9) 8(6,1) 121(92,3)
80 pg/dL 132 11(8,3) 7(53) 107(81,1) 7(53) 121(91,6)
120 pg/dL 131 13(9,9) 11(8,4) 100(76,3) 7(53) 118(90)

PN= Pronucleos. ONF= Ovocitos no fecundados. La tasa de prontcleos se determind a
las 18 h posteriores a la inseminacién (n=514 COC madurados y fecundados en 6
réplicas). Los presuntos zigotos fueron incubados en Hoechst 33342 y luego examinados
bajo microscopio de fluorescencia con un aumento de 200x y 400x. No hubo diferencias
entre tratamientos (P > 0,05).

5.3.6 Efecto de diferentes concentraciones de Zn en el medio de FIV sobre el
desarrollo embrionario posterior
El agregado de Zn al medio de FIV no modific¢ la tasa de clivaje, de blastocistos

o de eclosion (P > 0,05; Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Efecto de diferentes concentraciones de zinc en el medio de FIV sobre el

desarrollo embrionario posterior.

Suplementacin N fie Clivaje (%) Blastocistos/ovocitos (%) Eclosion (%)
con Zn ovocitos
0 pg/dL 197 81,0 30,4 33,9
40 pg/dL 206 80,5 31,1 41,0
80 pg/dL 199 74,5 27,1 43,7
120 pg/dL 204 74,3 31,8 33,3
Valor de P 0,31 0,39 0,62

El medio de FIV fue suplementado con 0, 40, 80 y 120 ug/dL de Zn. El porcentaje de
clivaje se registro a las 48 h posteriores a la inseminacion. Se consideraron blastocistos a
aquellos embriones que alcanzaron el estado de blastocisto expandido o eclosionado al
dia 8 de cultivo. La tasa de eclosion se registrd al dia 10. Todos los valores de clivaje,
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desarrollo y eclosion son expresados en porcentaje (n=806 COC en seis réplicas). No
hubo diferencias entre tratamientos (P > 0,05).
5.4 DISCUSION

El oviducto no solo sirve como un corredor que transporta gametas y al embrion,
sino que también, provee de factores nutricionales necesarios para la fecundacion y el
desarrollo embrionario temprano (Li y Winuthayanon, 2017). En particular, la
composicion idnica del liquido oviductal es importante para la maduracion final de los
espermatozoides y la fecundacion (Hugentobler y col., 2007). La suplementaciéon con 80
y 120 pg/dL de Zn incremento6 la viabilidad de los espermatozoides bovinos luego de 6 h
de incubacion (ver Tabla 5.1). Estos resultados estan en concordancia con los observados
por Dorostkar y col. (2014), quienes encontraron que el agregado de sulfato de Zn al
diluyente de semen de bufalo mejora su viabilidad. Una posible explicacion es que el Zn
favorece la estabilizacion de lisosomas, ribosomas, ADN y ARN, lo que resulta en una
mayor supervivencia y normal funcionamiento de los espermatozoides (Bettger y O’Dell,
1981, Blazak y Overstreet, 1982; Sorensen y col., 1999; Omu y col., 2008; Dorostkar y
col., 2014). Por otro lado, las metaloenzimas dependientes de Zn cumplen un rol
fundamental en la viabilidad y funcioén espermatica, como es el caso de la Cu/Zn-SOD, la
cual protege al espermatozoide frente al dafio oxidativo (Alvarez y col., 1987; Zini y col.,
2002; Kawakami y col., 2007, Wu y col., 2015). La actividad Cu/Zn-SOD, en el
espermatozoide, es varias veces superior respecto a la observada en diferentes tipos de
células somaticas (Kerns y col., 2018a). El mismo autor, menciona que es esencial un
balance entre la generacion del radical superoxido y su dismutacion para una apropiada
funcién espermatica. Se ha demostrado previamente que la suplementacion con Zn en el
medio de MIV incrementa la actividad de la Cu/Zn-SOD en los COC bovinos
(Anchordoquy y col., 2014). Otra posible explicacion del aumento en la viabilidad es, que
la actividad de la enzima Cu/Zn-SOD se encuentre incrementada en los espermatozoides.

Sin embargo, es una especulacion ya que su medicion no fue incluida en este trabajo. Mas
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estudios son necesarios para evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Zn en el
medio de FIV sobre la actividad de la enzima Cu/Zn-SOD en los espermatozoides
bovinos.

La suplementacion con 80 upg/dL de Zn incrementd la proporcion de
espermatozoides positivos a HOST, demostrando que la suplementacién no solo mejora
la integridad, sino también, la funcionalidad de la membrana de los espermatozoides. La
suplementacion con 0, 40, 80 y 120 pg/dL de Zn a un medio diferente de FIV cuya
composicion no incluye penicilamina, produjo valores de viabilidad y HOST muy
similares a los reportados en este capitulo, demostrando lo uniforme que puede resultar la
respuesta al Zn incluso al utilizar medios de cultivo diferentes (Galarza y col., 2020;
enviado para su publicacion). Este efecto benéfico del Zn podria estar relacionado a su
capacidad de estabilizar las membranas celulares (Eggert Kruss y col.,, 2002). La
suplementacion con el mineral también mejord la motilidad progresiva de las células
espermaticas. El Zn participa en el control de la utilizacion de la energia a través del
sistema de ATP y de la regulacion de las reservas de energia de los fosfolipidos, ademas,
mejora la captacion de oxigeno por parte de los espermatozoides (Kumar y col., 2006). El
Zn forma parte de las metaloenzimas sorbitol deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa las
cuales cumplen roles significativos en la motilidad espermatica (Kumar y col., 2006). Por
otro lado, la suplementacion con 82 ug/dL de Zn posee un efecto protector sobre la
viabilidad y la motilidad espermatica contra las especies reactivas del oxigeno inducidas
in vitro (Wu y col., 2015).

Solo los espermatozoides motiles con el acrosoma intacto son capaces de unirse a
la ZP (Hoodbhoy y Dean, 2004). En este trabajo, la suplementacion con Zn provocd un
patron de respuesta similar tanto en el numero de espermatozoides unidos a la ZP (2 h de
cultivo) como en el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma intacto (3 h de
cultivo, Figura 5.1 y Tabla 5.2). La suplementacion con 80 ug/dL de Zn mejora la

integridad de los acrosomas, lo cual podria ser la causa del incremento en el nimero de
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espermatozoides unidos a la ZP. La mejoria registrada en los acrosomas podria deberse a
la capacidad del Zn para estabilizar las membranas celulares e inhibir la peroxidacion
lipidica (Eggert Kruss y col., 2002). Ademas, el Zn estabiliza enzimas acrosomales como
la acrosina, la fosfolipasa y la fosfatasa acida (Kumar y col., 2006). Los hallazgos en este
trabajo estan en concordancia con estudios realizados en bufalo y en humanos donde se
observo que la presencia de Zn en el medio de cultivo incrementa la integridad del
acrosoma (Riffo y col., 1992; Bilaspuri y Babbar, 2007).

La unién de los espermatozoides a la ZP es un evento clave en el proceso de
fecundacion (Coutinho da Silva y col., 2012). De hecho, la prueba de union a la ZP es
muy utilizada para estimar la capacidad de fecundacion espermatica en varias especies,
incluso en el bovino (Ivanova y Mollova, 1993; Fazeli y col., 1995; Zhang y col., 1999;
Coutinho da Silva y col., 2012). Los resultados obtenidos en el presente trabajo difieren
de aquellos observados por Liu y col. (2009), donde la suplementacion con Zn al medio
de cultivo no modificé la union espermatozoide-ZP. Sin embargo, la concentracion
utilizada en el presente trabajo de tesis fue 40 veces menor que la utilizada por Liu y col,
(2009) lo cual podria explicar las diferencias encontradas.

En general, los datos muestran que la adicion de 80 pg/dL de Zn al medio de FIV
obtuvo los mejores resultados en los diferentes parametros espermaticos evaluados. Es
interesante destacar que la concentracion final de Zn en el medio de FIV alcanzada luego
de dicha suplementacion es considerada adecuada para el estatus de Zn en bovinos (>90
pug/dL). Sin embargo, la suplementacion con 120 pg/dL de Zn, también considerada
adecuada, disminuy6 el nimero de espermatozoides unidos a la ZP y los porcentajes de
espermatozoides positivos a HOST y con el acrosoma intacto a las 3h respecto a 80 pg
Zn/dL. Estos resultados indican que la suplementacion con 120 pg/dL de Zn podria ser
demasiado alta en condiciones in vitro dado que mas del 95% del Zn en el individuo (in

vivo) se encuentra unido a proteinas como la albumina y a2-macroglobulina (Kambe y
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col., 2015), mientras que la suplementacion in vitro se realizd utilizando sulfato de Zn,
adicionando mineral al medio de FIV pero en su forma libre. Se ha demostrado que altas
concentraciones de Zn inhiben la motilidad espermatica y la RA in vitro (Kerns y col.,
2018a). Ademas, la presencia de altos niveles de Zn en el semen inhibe la funcion de los
receptores de manosa ubicados en la cabeza del espermatozoide, responsables del
reconocimiento de la ZP (Benoff, 1993; Mankad y col., 2006). De acuerdo con Kerns y
col. (2018b), el Zn puede unirse a oligosacaridos de la ZP, alterando su polaridad y
reduciendo la unién espermatozoide-ZP. El Zn sobre la superficie del espermatozoide
tendria un efecto similar y probablemente producido por un cambio conformacional de la
membrana (Kerns y col., 2018b).

En el presente trabajo, a pesar de que la suplementacion con Zn incremento la
calidad espermdtica, no modifico la fecundacién (tasa de clivaje) ni el desarrollo
embrionario temprano (tasa de blastocisto). Estos resultados concuerdan con los
informados por Stephenson y Brackett (1999) a pesar de haber utilizado un medio de FIV
(medio Brackett y Oliphant) y una fuente de Zn (ZnCl,) diferente. Es de destacar, que el
microambiente generado por la suplementacion con Zn durante la FIV no solo afecta al
espermatozoide sino también al ovocito y al embrion. En este sentido, se ha demostrado
que si bien la suplementacion del medio de FIV con 1000 pg/dL de Zn disminuye la
motilidad espermatica durante su capacitacion, también incrementa la tasa de clivaje
luego de la FIV (Stephenson and Brackett, 1999). Estos resultados, en conjunto con los
aqui presentados, sugieren que los espermatozoides, los ovocitos y los embriones tienen

diferentes requerimientos in vitro de Zn.

5.5 CONCLUSION
Los resultados del presente estudio demuestran que la suplementacion con Zn

(principalmente 80 pg/dL) al medio de cultivo mejora la calidad espermatica. Sin
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embargo, cuando es adicionado durante la FIV, éste no modifica el desarrollo

embrionario temprano en el bovino.
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CAPITULO 6

EVALUACION DE LA ZINCEMIA EN TERNEROS INFECTADOS

EXPERIMENTALMENTE CON MANNHEIMIA HAEMOLYTICA

6.1 INTRODUCCION

El Zn es un mineral esencial en el crecimiento y el desarrollo de los organismos
vivos, donde cumple un rol catalitico, estructural y regulatorio en la actividad celular de
los mamiferos (Rosa y col., 2008). Como se mencion6 anteriormente, el Zn forma parte
de mas de 300 metaloenzimas y 900 factores de activacion de la transcripcion del
genoma, lo que da idea de la importancia de este mineral en la homeostasis animal
(Tapiero y Tew, 2003). Por esta razdn, la carencia de Zn en bovinos genera consecuencias
variadas e inespecificas, entre las que se mencionan disminucion en la ganancia diaria de
peso (Rosa y col., 2008), caida del consumo y de la eficiencia de conversion alimenticia
(Underwood y Suttle, 1999), fallas inmunoldgicas (Kincaid y col., 1997) y disminucion
en la eficiencia reproductiva (Sekler y col., 2007; Picco y col., 2010).

La homeostasis del Zn es compleja y solo parcialmente conocida. A diferencia de
lo que ocurre con otros minerales traza, el Zn no posee un 6rgano de almacenamiento que
le permita mantener niveles adecuados ante una eventual disminucién en su consumo
(Mattioli, 2019a). Sin embargo, el Zn presente en el plasma, dentro de organelas celulares
(aparato de Golgi y reticulo endoplasmico, principalmente) y el unido a la metalotioneina
constituye una pequefia reserva capaz de amortiguar las necesidades celulares de todo el
organismo (King, 2011).

Cuando el consumo de Zn por parte del animal es menor al requerido, se limitan
las pérdidas endogenas y aumenta la eficiencia de absorcion (King y col., 2001). Estos
mecanismos estan muy bien regulados por dos familias de transportadores de Zn. Una de

ellas corresponde a los Zinc Transporter (ZnT), que disminuyen la concentracion
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citoplasmatica de Zn al mediar el flujo de salida del mineral hacia el liquido extracelular,
o al introducir el Zn en distintas organelas celulares. El segundo grupo corresponde a la
familia ZIP, que aumentan la concentracion citoplasmatica de Zn realizando la funcion
opuesta (Cousins y col., 2006).

Si bien no existen indicadores confiables del estatus de Zn, el mas utilizado es la
concentracion de Zn en suero o plasma (Underwood y Suttle, 1999). Sin embargo, la
zincemia suele ser un marcador inestable y puede variar sin tener consecuencias para el
animal (Rosa y col., 2008). En roedores, la zincemia desciende ante la respuesta de fase
aguda, como lo es la inflamacion, trauma, infeccion o estrés (Lichten y Cousins, 2009;
Aydemir y col., 2012; Aburto-Luna y col., 2017). Sin embargo, la informacion sobre las
variaciones de zincemia ante situaciones estresantes y/o de enfermedad en el bovino
resulta escasa.

La enfermedad respiratoria bovina (ERB) es la principal causa de enfermedad y
muerte en explotaciones de engorde a corral (Galvan y col., 2014), y la segunda en
importancia en terneros en explotaciones extensivas de cria en Argentina (Costa y col.,
2004). Si bien la ERB es producto de una compleja interaccidon entre estrés, virus y
bacterias (Fazzio y Landoni., 2010) es ampliamente aceptado que Mannheimia
haemolytica cumple un rol determinante en la fisiopatogenia de la enfermedad (Rice y
col., 2007). En estudios previos, se observaron variaciones de la zincemia en terneros
desafiados experimentalmente con el virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) y
en animales que padecian ERB cronica (Orr y col., 1990; Chirase y col., 1991; Soltesova
y col., 2015). No obstante, no hay estudios realizados en terneros, con infecciones
respiratorias agudas de origen bacteriano, donde se evalten las variaciones en las
zincemias.

La hipotesis del presente capitulo consiste en que la infeccion con M. haemolytica

disminuye la zincemia. Para corroborar dicha hipotesis, se realizd un ensayo donde se
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evaluo el efecto de la infeccion experimental por M. haemolytica sobre la variacion de la

zincemia en terneros.

6.2 MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos realizados en el presente ensayo fueron aprobados por
el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de
la Universidad Nacional de La Plata. Registrado en el Protocolo para el Uso de Animales
de Investigacion Cientifica (Identificacion interna N° 55-2-18P).

El presente ensayo incluyd 14 terneros machos de raza Holando argentino que
provinieron de un establecimiento de produccion lactea de Chascomus, Bs. As., con un
peso vivo de 67,7 = 7,7 kg. Al momento del arribo, los terneros se alojaron en las
instalaciones del Hospital Escuela de Grandes Animales de la FCV-UNLP en un potrero
especialmente preparado para el presente ensayo. El sistema de crianza fue individual en
estaca. La dieta consistio de alimento balanceado comercial especialmente formulado
para la edad y peso de los animales (1,8 kg/dia) y fardo de alfalfa ad libitum.

6.2.1 Criterio de inclusion

Todos los animales, luego de un periodo de adaptacion a las instalaciones y
alimento (siete dias), se encontraban en buen estado de salud, con los parametros clinicos
y hematologicos dentro del rango considerado normal (resultados no mostrados).

6.2.2 Formacion de grupos y desafio experimental

Los terneros fueron asignados al azar a uno de los siguientes grupos. Grupo
infectado (GI, n=8) los cuales fueron desafiados experimentalmente con una cepa de M.
haemolytica 'y grupo control (GC, n=6) quienes recibieron un placebo. El inodculo
bacteriano se realiz6 a partir de una cepa de campo de M. haemolytica (provista por el
Laboratorio de Diagnostico Bacteriologico, FCV- UNLP), la cual al momento de la

inoculacion experimental se encontraba en la fase logaritmica del crecimiento. La
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concentracion del inoculo fue ajustado a la escala 0,5 del método nefelométrico de Mac
Farland, con un conteo viable final de 6,5 x 10° UFC/mL (unidades formadoras de
colonia/ mililitro de in6culo bacteriano). La inoculacion se realiz6 a las 8:00 a.m.
mediante endoscopia buco-traqueal, con 8 mL de in6culo bacteriano y 8 mL de solucion
fisioldgica estéril (solucion de lavado), distribuidos equitativamente entre el bronquio
derecho y el bronquio izquierdo. El GC recibié solucion fisiologica con idéntico
procedimiento, via de administraciéon y volumen total. El momento de la inoculacion fue
considerado como dia 0 del ensayo.
6.2.3 Muestras de sangre

Se extrajeron muestras de sangre entera, por puncion yugular, para determinacion
de Zn en plasma y recuento de leucocitos totales, previo a la infeccidon experimental (dia
0), y diariamente hasta la finalizaciéon del ensayo (dia 1, 2, 3, 4 y 5). Para la
determinacion de la zincemia, las muestras de sangre se recolectaron en tubos plasticos de
10 mL previamente lavados con detergente no-idénico y acido nitrico, con heparina sodica
como anticoagulante; para el recuento de leucocitos se utilizaron tubos plésticos,
especialmente preparados, los cuales contenian EDTA como anticoagulante. Las muestras
se conservaron a 4°C hasta su procesamiento.
6.2.4 Procesamiento de las muestras

Para la determinacion de la zincemia, las muestras fueron centrifugadas, dentro
de los 60 minutos posteriores a la extraccion, a 3000 rpm durante 5 minutos. El plasma
obtenido fue desproteinizado con acido tricloracético al 10% (p/v), centrifugado a 5000
rpm durante 10 minutos y en el sobrenadante se determin6 la concentracion de Zn por
espectrofotometria de absorcion atomica de llama (A. Analyst 200 — Perkin Elmer),
utilizando estandares de 0, 50, 100 y 200 pg/dL para generar la curva de calibracion del

equipo.
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El recuento de leucocitos se realizo dentro de las 6 horas posteriores a la
extraccion por el método manual, a través de la camara cuenta globulos de Neubauer
(I6vine y Selva, 1985).

6.2.5 Evaluacion clinica

La evaluacion clinica se realizo siguiendo los criterios propuestos por el “Método
Wisconsin para diagndstico de Enfermedad Respiratoria en bovinos de leche” disponible
en:

https://www.vetmed.wisc.edu/dms/fapm/fapmtools/8calf/calf health scoring chart.pdf

(ver Anexo 6.1). Los animales con puntuacion 5 o superior fueron considerados
clinicamente enfermos.

En aquellos animales que durante el ensayo presentaron depresion marcada,
indiferencia al estimulo e incapacidad de levantarse por sus propios medios se aplico el
criterio de punto final y sacrificio humanitario estipulado en el protocolo de CICUAL.
6.2.6 Eutanasia y evaluacion de lesién pulmonar

Las eutanasias realizadas por razones humanitarias, se llevaron a cabo con previa
sedacion y anestesia profunda, mediante una combinacion de Xilacina 10 % y Ketamina 5
% (1 mL y 4 mL respectivamente). Luego se realizd el sacrificio propiamente dicho,
mediante electrocucion. Una vez confirmada la muerte, mediante reflejo corneal, se
incidieron ambas yugulares para producir el desangrado. Se realiz6 la necropsia completa,
los pulmones fueron removidos del cadaver y se realizé la estimacion de consolidacion
(por palpacion directa) de cada uno de los 16bulos. El porcentaje final de lesion pulmonar
fue determinado mediante la siguiente formula: (0,053 x porcentaje afectado del
segmento craneal del 16bulo izquierdo) + (0,049 x porcentaje afectado del segmento
caudal del 16bulo izquierdo) + (0,319 x porcentaje afectado del lobulo caudal izquierdo) +
(0,043 x porcentaje afectado del lobulo accesorio) + (0,352 x porcentaje afectado del
lobulo caudal derecho) + (0,061 x porcentaje afectado del l1obulo medio derecho) + (0,060

x porcentaje afectado del segmento caudal del l6bulo craneal derecho) + (0,063 x
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porcentaje afectado del segmento craneal del l6bulo craneal derecho) segln lo propuesto
por Fajt y col. 2003.
6.2.7 Cultivo bacteriologico

De los animales que debieron ser sacrificados, se tomaron muestras de pulmoén
(especificamente de las zonas consolidadas) las cuales fueron acondicionadas y derivadas
para marcha bacteriologica de rutina al Laboratorio de Diagnodstico Bacteriologico
(LADIB- Facultad de Ciencias Veterinarias - UNLP).
6.2.8 Analisis estadistico

Para explicar la variabilidad en la zincemia, el recuento leucocitario y el score de
enfermedad respiratoria se ajustdé un modelo mixto de regresion lineal con medidas
repetidas en el tiempo utilizando el procedimiento MIXED de SAS (9.4). Las variables
fijas fueron tratamiento (grupo), tiempo (dia) y la interaccion entre ambos. La variable
aleatoria fue el animal. La separacion de medias se realizd mediante el procedimiento
SLICE dentro del mismo programa estadistico cuando las diferencias fueron
significativas en la interaccion. Los valores de probabilidad que se consideraron
significativos fueron de P < 0,05. Se consider6é una tendencia el valor de P < 0,1. Los
valores de zincemia, recuento leucocitario y score de enfermedad respiratoria para los
diferentes niveles de la variable tiempo (dia) se expresan como medias de los minimos

cuadrados (MMC).

6.3 RESULTADOS

Las tres variables explicativas; tiempo, tratamiento y la interaccion (tiempo *
tratamiento) tuvieron un efecto significativo sobre la zincemia (P < 0,01; P = 0,04; P <
0,01; respectivamente). Los valores de zincemia en los dias 1, 2 y 3 fueron menores en el
GI respecto al GC (46 vs 108 pg/dL, P < 0,01; 71 vs 109 pg/dL, P = 0,03 y 69 vs 107

ug/dL, P = 0,03; respectivamente; Figura 6.1).
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El score clinico también fue estadisticamente diferente para la variable tiempo,
tratamiento y la interaccion tiempo * tratamiento (P < 0,01 para las tres variables), las
cuales se mantuvieron a lo largo de todo el ensayo (Figura 6.1).

El recuento leucocitario también evidenci6 diferencias estadisticas en la variable
tiempo y en la interaccion tiempo * tratamiento (P < 0,01), y una tendencia en la variable
tratamiento (P = 0,07). Los grupos solo se diferenciaron en el dia 1, la MMC fue de 16,7
leucocitos x 10°/uL en el GI y de 9,8 leucocitos x 10°/uL para el GC (P < 0,01). En el dia
3 tendieron a diferenciarse, con valores de recuento de 11,5 leucocitos x 10*/uL para el
Gl y 7,8 leucocitos x 10°/uL para el GC (P = 0,06; Figura 6.1).

Durante el transcurso del ensayo, tres animales pertenecientes al GI debieron ser
sacrificados por razones humanitarias. Los mismos presentaban depresion marcada e
indiferencia al estimulo, al alimento y al agua de bebida. El diagnodstico
anatomopatologico en los tres animales fue de bronconeumonia fibrinosa severa aguda y
no se encontraron lesiones de caracter diagnostico en otros aparatos y sistemas. El
primero de ellos fue sacrificado el dia 2 y en la necropsia se determin6 una consolidacion
pulmonar de 35,46%. Los dos restantes fueron sacrificados el dia 3, con el 42,61% y el
40,50% de consolidacion pulmonar respectivamente.

El cultivo bacterioldgico realizado a partir de las muestras de necropsia evidencio

desarrollo de M. haemolytica en los tres animales analizados.
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Figura 6.1. Medias de los minimos cuadrados y error estandar de la media de las
zincemias, score clinico y recuento de leucocitos totales en los grupos durante el ensayo.
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humanitarias.
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6.4 DISCUSION

De acuerdo con la hipotesis planteada, la infeccion experimental con M.
haemolytica disminuye la zincemia en terneros. Como se menciond anteriormente la
misma puede sufrir variaciones de acuerdo al estado de salud del animal (Soltesova y
col., 2015; Middleton y col., 2004; Lohuis y col., 1988). En el presente ensayo se observo
una disminucion significativa en los valores de zincemia del GI con respecto al GC, los
tres dias posteriores a la inoculacion. En el dia 1, se registrd el menor valor de zincemia,
coincidiendo con el momento en el que se observd un marcado aumento en el recuento
leucocitario y en el score clinico. Un comportamiento similar de la zincemia se observo
en varios estudios realizados en bovinos donde se evaluaron otros parametros de
respuesta del organismo ante infecciones bacterianas o virales. Erskine y Bartlett (1993)
describieron una caida de la zincemia 4 h después del pico de temperatura rectal, causado
por una infeccion experimental intramamaria con Escherichia coli. Middleton y col.
(2004) describen una caida en la zincemia 24 h posteriores a la inoculacion intramamaria
con Staphylococcus aureus, en coincidencia con el pico de presencia de células somaticas
en leche. Por otro lado, en un ensayo realizado por Orr y col. (1990) también se observo
una disminucion de la zincemia 4 dias después de la inoculacion intranasal con el virus de
IBR, momento en el cual se produjo el pico de morbilidad, determinada por el aumento
de la temperatura rectal, descarga ocular, descarga nasal, anorexia y depresion.

Los valores medios de zincemias del GI, desde el dia 1 hasta el final del ensayo,
se encontraron por debajo del valor de estatus normal de Zn (90 pg/dL) (Enjalbert y col.,
20006). Esta disminucion podria deberse a una redistribucion corporal del Zn con el fin de
privar a los microorganismos de nutrientes esenciales para su supervivencia, fendémeno
conocido como inmunidad nutricional (Corbin y col., 2008; Gammoh y Rink 2017). La
reduccion de la zincemia ante una infeccion esta relacionada, al menos en parte, a la
liberacion de citoquinas, como la Interleuquina 1B (IL-1B) y la Interleuquina 6 (IL-6).

Estas, incrementan la transcripcion génica del transportador ZIP14 principalmente en el
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higado, lo que favorece el ingreso de Zn a los hepatocitos desde la sangre con la
consecuente disminucion de la zincemia (Liuzzi y col., 2005). Ademas, se ha descripto un
aumento en la transcripciéon de ARNm del transportador de membrana ZIP8 en monocitos
sanguineos, que produce una mayor captacion de Zn desde la sangre por dichas células
(Besecker y col., 2011).

Producto de la redistribucion corporal de Zn, los niveles del metal en higado
aumentan; este micronutriente participa en el sistema de defensa antioxidante de dicho
organo, lo que reduciria el dafio a causa del estrés oxidativo durante la infeccidon
(Sakaguchi y col., 2002). Por otro lado, los niveles elevados de Zn en higado garantiza la
disponibilidad del mineral en un momento de alto consumo debido al incremento en la
sintesis de proteinas de fase aguda y de citoquinas (Alker y Haase, 2018).

La M. haemolytica es el principal agente infeccioso detectado en casos de ERB
en engorde a corral (Galvan y col., 2014) y rodeos de cria en Argentina (Costa y col.,
2004). La misma, ha sido identificada mediante aislamientos y/o deteccion por técnicas
moleculares de casos clinicos de ERB (Streitenberger y col., 2016; Fazzio y Landoni
2010; Fazzio y col., 2010). A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio,
podemos afirmar que la infeccion con M. haemolytica disminuye los valores de zincemia
en terneros.

La zincemia es la herramienta diagnostica mas utilizada para evaluar el estatus de
Zn en el bovino (Underwood y Suttle, 1999). Sin embargo, como muestra el presente
trabajo, el estado clinico (sano/enfermo) de los animales debe ser tenido en cuenta al
momento de la interpretacion de su valor. De esta manera se podran evitar errores en el

diagnostico de estatus de zinc en rodeos bovinos.
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6.5 CONCLUSION

La infeccion experimental con M. haemolytica en terneros modificod el score
clinico, recuento de leucocitos y disminuyo la concentracion de Zn en plasma. Los
valores de zincemia en bovinos deben ser interpretados teniendo en cuenta la presencia de

afecciones (enfermedades) intercurrentes.
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CONCLUSIONES FINALES

Las zincemias de vacas en rodeos de cria de la CDRS mostraron una distribucion
homogénea en la region. El 31,4% de las vacas de cada rodeo presentaron valores
de deficiencia.

No se encontrd asociacién entre la zincemia de vacas y terneros y las
concentraciones de Zn en el forraje y el suelo.

Existen variaciones de la concentracion de Zn en el forraje en funcion de la
estacion climatica y la topografia del terreno, observandose los valores mas altos
en el terreno bajo durante el otofio y los valores mas bajos en la media loma
durante el verano.

La suplementacioén parenteral con Zn no incrementa la GDP en terneros durante
el periodo de cria o al inicio del sistema de engorde a corral cuando presentan
zincemias normales.

La suplementacion parenteral con Zn, al inicio de un protocolo de IATF,
incrementa el tamafo del foliculo preovulatorio, la concentracién plasmatica de
P4 y el porcentaje de prefiez en vacas de cria sin modificar la zincemia.

La suplementacion con Zn (80 ug/dL) al medio de FIV mejora la calidad
espermatica. Sin embargo, no modifica el desarrollo embrionario temprano en el
bovino.

La infeccion experimental con M. haemolytica disminuye la zincemia en

terneros.
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ANEXOS
6.1 Método Wisconsin para el diagnostico de Enfermedad Respiratoria en bovinos

de leche

CRITERIO DE PUNTUACION DE SALUD DE LOS TERNEROS
0 1 2 3

Temperatura rectal (°C)

37,8-38,3 | 38.4-3838 38,9-394 =395
Tos
Tos inducida y Tos inducida Tos espontanea
Ausencia sin repeticion repetida o tos repetida

espontianea ocasional

Descarga nasal

Escasa cantidad de Escasa cantidad de Abundante cantidad |Abundante cantidad
descarga serosa descarga turbta de descarga turbia o de descarga
(normal) unilateral mucosa bilateral mucepurulenta
bilateral

Puntuacion ocular

Moderada cantidad Gran cantidad de
de exudado bilateral exuadado

Escasa cantidad de
exudade

Normal

Puntuacion auricular

Movimtiento de orejas Ligero descenso Inclinacion de Ia
Normal o sacudimiento de unilateral de las cabeza o descenso
cabeza orejas bilateral delas

orejas

-

. - R
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