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INTRODUCCION

El zinc (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 et al., 2008). EI 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 y humana (Tapiero and
Tew, 2003). Por esta razon, la carencia de Zn en bovinos genera consecuencias variadas
e inespecificas, entre las que se mencionan disminucién en la ganancia diaria de peso
(Rosa et al., 2008), caida del consumo y de la eficiencia de conversion alimenticia
(Underwood and Suttle, 1999), fallas inmunoldgicas (Kincaid et al., 1997) y disminucién en
la eficiencia reproductiva (Sekler et al., 2007; Picco et al., 2010).

La homeostasis del Zn es compleja y solo parcialmente conocida, este mineral no
posee un érgano de almacenamiento que le permita mantener sus niveles normales ante
una eventual disminucion en su consumo. Sin embargo, se considera que hay pequenas
reservas que amortiguan un desbalance en todas las células, que incluyen el Zn
plasmatico, el Zn unido a metalotioneina, como también el Zn que se encuentra dentro de
organelas, entre ellas el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico (King, 2011).

Cuando el consumo de Zn por parte del animal es menor al requerido, se limitan
las pérdidas enddégenas y aumenta la eficiencia de absorcién (King et al., 2001). Estos
mecanismos estan muy bien regulados por dos familias de transportadores. Uno de ellos
corresponde a los Zinc Transporter (ZnT), que disminuyen la concentracion citoplasmatica
de Zn, ya sea porque lo transfiere al liquido extracelular o porque lo introduce a distintas

organelas. El segundo grupo corresponde a la familia ZIP, que aumentan la concentracién
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citoplasmatica de Zn introduciéndolo desde el liquido extracelular o sacandolo de las
organelas donde se acumula (Cousins et al., 2006).

Si bien no hay marcadores sensibles del status de Zn, el mas utilizado es la
zincemia (concentracion de Zn en suero o plasma) (Underwood y Suttle, 1999). Existe un
acuerdo en considerar normal a valores de zincemia por encima de 90 ug/dl mientras que
valores menores a 80 pg/dl indicarian carencia, dejando entre ambos un rango marginal
(Enjalbert et al., 2006). Sin embargo la zincemia suele ser un marcador inestable y puede
variar sin tener consecuencias para el animal (Rosa et al., 2008). En roedores, se
menciona que la zincemia desciende ante una inflamacion, trauma, infeccion o estrés,
como parte de la respuesta de fase aguda (Lichten and Cousins, 2009; Aydemir et al.,
2012; Aburto-Luna et al., 2017). En bovinos, al momento, se conoce poco sobre las
variaciones de zincemia ante situaciones estresantes y/o de enfermedad.

La enfermedad respiratoria bovina (ERB) es la principal causa de muerte en
explotaciones de engorde a corral (Galvan et al., 2014) y la segunda en importancia en
terneros en explotaciones extensivas de cria (Costa et al., 2004). Si bien la ERB es
producto de una compleja interaccion entre estrés, virus y bacterias (Fazzio et al., 2010-
a); es ampliamente aceptado que Mannheimia haemolytica (MH) cumple un rol
determinante en la fisiopatogenia de la enfermedad (Rice et al., 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 croénica (Orr et al., 1990, Soltesova et al., 2015). Sin embargo, no hay
estudios realizados en terneros con infecciones respiratorias agudas de origen bacteriano
donde se evaluen zincemias.

La hipétesis de trabajo es que la infeccion con MH disminuye la zincemia. Por
tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de infeccidon experimental por

MH sobre la zincemia en terneros.
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° 55-2-16P).

Lugar de trabajo y Animales



Para la comprobacion de mi hipotesis de trabajo se realizé un estudio
experimental, llevado a cabo en el Hospital Escuela de Grandes Animales de la FCV-
UNLP, el cual incluyé 11 terneros machos (unidades experimentales), raza Holando

Argentino de entre 15y 20 dias de vida.

Alojamiento y alimentacion

Los terneros provinieron de un establecimiento de la zona y fueron alojados
durante la noche en boxes grupales (4 animales/box) de piso de cemento con cama de
paja y siendo transferidos a un potrero aledafio con sistema de estaca individual durante
el dia. Los animales recibieron un suministro de 4 litros de sustituto lacteo por dia, el cual
fue dividido en dos entregas de 2 litros cada una (AM- PM) en balde. Al final de cada
entrega se registrd el volumen remanente para medir consumo de sustituto lacteo.
Ademas se les suministré alimento balanceado ad libitum y se midié el consumo en

gramos al final de cada dia durante todo el ensayo.

Evaluacién clinica e infeccion experimental

Antes de comenzar con la etapa de muestreo, se realiz6é el examen clinico general
de los 11 terneros incluidos en el presente ensayo, los cuales fueron considerados como
sanos.

Todos los terneros fueron inoculados con una cepa de campo de MH (Laboratorio
de Diagnéstico Bacteriolégico, FCV- UNLP), momento que fue considerado como DIA 0.
La concentracion del indculo fue ajustado a la escala 0,5 del método nefelométrico de
Mac Farland, con un conteo viable final de 3 x 10® UFC/ml (unidades formadoras de
colonia/ mililitro de in6culo bacteriano). Los terneros recibieron 6 ml de inéculo mas 5 ml
de solucion fisioldgica estéril por via intratraqueal (Coutinho et al., 2009). Luego de la
inoculacion se realizaron evaluaciones clinicas hasta el momento de la aparicion de

signos clinicos especificos de ERB.

Criterio de tratamiento

Se registraron parametros para clasificar como enfermo a aquellos animales que
alcanzaron el grado 3 de la escala propuestas por Hanzlicek (2010), quien utiliza la
observacién/medicion de temperatura corporal rectal, frecuencia respiratoria, patrén
respiratorio, secreciones nasales y secreciones oculares para clasificar a los animales en

cuatro grados; grado 1, clinicamente sano; grado 2, levemente enfermo; grado 3,



moderadamente enfermo; grado 4, severamente enfermo. Cuando los terneros
alcanzaron el criterio de enfermo (grado 3) recibieron un unico tratamiento con tilmicosina

por via subcutanea a la dosis de 10 mg/kg de peso vivo (Maxitil® Biogénesis- Bago).

Criterio de alta
Una vez realizado el tratamiento los animales fueron evaluados diariamente hasta
alcanzar el alta clinica. La misma se realizé cuando todos los parametros evaluados se

encontraron dentro del rango considerado fisioldgico.

Muestras de sangre

Se tomaron muestras de sangre seriadas en el tiempo, en relacion al dia de
inoculacion (DIA 0), los dias -6 ,-1, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10. La extraccion se realizé por puncion
yugular. Las muestras de sangre se recolectaron en tubos plasticos de 10 ml previamente
lavados con detergente no-idnico y acido nitrico, con EDTA como anticoagulante. El
procesamiento de las muestras, conservadas a 4°C, se realizdé dentro de los 60 minutos
post extraccién. A partir del sobrenadante obtenido de la desproteinizacién del plasma
sanguineo con &acido tricloracético al 10% (p/v), se midié la concentracién de Zn por

espectrofotometria de absorcion atomica de llama (AAnalyst 200 — Perkin Elmer).

Analisis estadistico

Para explicar la variabilidad observada en la zincemia se ajusté un modelo de
regresion lineal multiple con medidas repetidas en el tiempo utilizando el ProcMixed de
SAS (9.4). El modelo incluyé como predictor categorico a los puntos en el tiempo en el
cual se realizaron los muestreos (DiA= -6,-1, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10) y como predictores
continuos al consumo de leche en mililitros (mL) y al consumo de alimento en gramos (g).
Se empleo el criterio de Simetria Compuesta para definir la estructura de correlacion entre
los diferentes muestreos de un mismo individuo. Los valores de zincemia para los
diferentes niveles de la variable DIA se expresan como Cuadrados Minimos Medios
(CMM) y se estimo¢ la significacién de las diferencias de CMM entro todos los niveles de la
variable DIA (p<0.05). Finalmente se utiliz6 un contraste ortogonal para evaluar el efecto

del tiempo sobre la zincemia.

RESULTADOS



Todos los animales incluidos en el presente ensayo se encontraban clinicamente
enfermos (grado 3) a los 2 dias post inoculacion experimental con MH. De las variables
incluidas como predictores de la zincemia, solo el tiempo (DIiA) resulté estadisticamente
significativo, (p<0.001, Figura 1). En el dia 2 post inoculacion las zincemias cayeron de
113.8 a 57.2 pg/dL (P<0.001). El tiempo tuvo un efecto cubico sobre a zincemia
(P<0.001). Después del tratamiento antibiotico se incrementaron a 109.0 pg/dL. Ademas,
el consumo de leche evidencié una tendencia (p=0.08), mientras que el consumo de

alimento no fue estadisticamente significativo (p 20.1).

Grafico 1. Efecto del tiempo sobre la zincemia en terneros (n: 11) inoculados

experimentalmente con Mannheimia haemolytica.
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DISCUSION

De acuerdo con la hipétesis planteada la infeccion experimental con MH disminuye
la zincemia en terneros. La zincemia es la herramienta diagnéstica con la que se cuenta
para evaluar el estatus de Zn en los bovinos (Underwood y Suttle, 1999). La misma se

puede ver alterada y modificar el valor dependiendo del estado de salud del animal



(Soltesova et al., 2015). En el presente ensayo se observa una disminucion en los valores
de zincemia en el dia posterior a la inoculacion (dia 1), momento en que los animales
comenzaron con signos de la enfermedad. Los valores mas bajos encontrados se
registraron en el dia 2, en coincidencia con el momento en que todos los terneros
alcanzaron criterio de enfermos y se aplicé el tratamiento. Una vez aplicado el tratamiento
los valores retornaron, en los dias siguientes, a valores considerados dentro del rango de
la normalidad (> 90 pg/dl). La variabilidad observada de la zincemia, a través del tiempo,
es compatible con una funcién cubica (p<0.001). Los valores de zincemias encontrados
en los dias 1 y 2 post inoculacion experimental se encuentran por debajo de 80 pg/dL,
limite inferior del rango marginal indicado en la bibliografia (Enjalbert et al., 2006). En un
ensayo realizado por Orr et al. (1990) también observaron disminucion de la zincemia 4
dias después de una inoculacion intranasal con el virus de IBR, momento en el cual se
produjo el pico de morbilidad. Estos hallazgos son similares a los observados en el
presente ensayo, donde los valores mas bajos de zincemia, se encuentran en el momento
donde se manifiesta clinicamente la enfermedad. Si bien, no se conoce aun a qué se
debe la disminucion de la zincemia, se postula que podria tratarse de un mecanismo del
hospedador para reducir el nivel de Zn disponible para los microorganismos patégenos,
los cuales lo requieren para su proliferaciéon (Liuzzi et al. 2005, Schapiro et al, 2003). Un
posible mecanismo seria por la liberacion de citoquinas, entre ellas la Interleuquina 1 (IL-
1B) y la Interleuquina 6 (IL-6) que son las responsables del aumento de la transcripcién de
ARNmM del transportador de zinc ZIP14, principalmente en el higado, el cual introduce el
Zn en los hepatocitos, causando la disminucion del Zn en sangre (Liuzzi et al., 2005).

En las explotaciones de engorde a corral de Argentina, la ERB es la principal
causa de morbi mortalidad en el periodo de iniciacion (Galvan y col. 2014). Tanto el virus
de IBR como MH han sido informados ya sea en seguimientos seroldgicos longitudinales
(Streitenberger y col. 2016), como aislamientos y/o deteccion por técnicas moleculares de
casos clinicos de ERB (Fazzio y Landoni 2010-a; Fazzio y col. 2010-b). Tener en cuenta
el estado clinico de los animales, al momento de interpretar la zincemia, es de utilidad
para quienes realizan monitoreo de las concentraciones minerales en animales en este
tipo de explotaciones.

Mas ensayos son necesarios para determinar si la variacion en las zincemias
modifica parametros productivos, los cuales podrian evitarse con la suplementacion del

mineral ante los eventos de enfermedad. A su vez, este comportamiento deberia ser



considerado al evaluar zincemias en animales con riesgo de infeccion respiratoria aguda

donde la MH pudiera ser en parte el agente causal.
CONCLUSIONES

La infeccion experimental con MH disminuye la zincemia en los terneros. Los
valores de zincemias en terneros infectados descienden por debajo del rango normal y se

recuperan luego del tratamiento antibiético.
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