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EVALUACION DE LA DIGESTIBILIDAD, CALIDAD DE LA CARNE Y
PARAMETROS HEMATICOS EN CORDEROS SUPLEMENTADOS CON TRES
CONCENTRACIONES DE ZINC

Raymundo Lira Casas, MC. Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN
La deficiencia de Zinc (Zn) es un problema de importancia en el crecimiento y la salud de los
ovinos (Ovis aries). Los requerimientos que recomienda la National Research Council son bajos.
El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de tres dosis de Zn suplementado: a) 21 mg Zn/Kg de
materia seca (MS) proveniente de la dieta solamente, b) Zn80 (dieta + ZnSO4) y ¢) Zn400 (dieta
+ ZnS0Oy). Se usaron 12 corderos de raza Katahdin repartidos aleatoriamente en tres grupos, con
peso de 29.72 + 2.16 Kg y edad de 9 + 1 meses. Se les implementaron canulas en el rumen y en la
parte proximal del duodeno. La MS consumida fue restringida para todos los corderos a 718.62 +
10.84 g. Durante el desarrollo del experimento, el flujo y la digestion de materia organica (MO) a
lo largo del tracto digestivo no presento efectos significativos (P > 0.05). El flujo ruminal de fibra
detergente neutra (FDN) al duodeno oscil6 entre 67.58 y 74.12 g/d y la digestion ruminal de FDN
vario entre 41.67 y 46.01 %. El flujo y la digestion de FDN en el tracto digestivo no presento
diferencias significativas (P > 0.05). El flujo ruminal de nitrégeno (N) amoniacal al duodeno vario
entre 10.87 y 11.78 g/d y no presentd diferencias significativas (P > 0.05). El flujo duodenal del
N microbiano que proviene del rumen oscilé entre 7.50 y 8.50 g/d y no presentd diferencias
significativas (P > 0.05). La eficiencia microbiana de N oscil6 entre 11.5 y 12 % y tampoco
presentd diferencias significativas (P > 0.05). La excrecion fecal del N no presentd diferencias

significativas (P > 0.05). La digestion y el flujo del Zn en rumen, intestino y excrecion, también



tuvieron un incremento con las dosis de Zn suplementado (efecto lineal P < 0.01). El suplemento
de Zn no tuvo diferencias significativas (P > 0.05) sobre el pH de heces, liquido ruminal y
duodenal. La luminosidad del musculo psoas major fue Zn21 = 36.50, Zn80 = 38.14 y Zn400 =
35.35 (efecto cuadratico, P < 0.01). El enrojecimiento del mdsculo psoas major fue entre 18.81 a
19.72 y la intensidad del color amarillo fue de 3.63 a 3.82. El pH de los musculos gracilis y psoas
major variaron entre 6.21 y 6.91 y no presentaron efectos significativos (P > 0.05) en el pH,
luminosidad y dureza. La capacidad de retencion de agua del madsculo gracilis fue Zn21 = 63.68
%, Zn80 = 65.32 % y Zn400 = 83.80 % (efecto lineal, P < 0.05). La concentracién de Zn en plasma
sanguineo fue Zn21 = 1.97 mg/L, Zn80 = 5.77 mg/L y Zn400 = 13.21 mg/L (efecto lineal, P <
0.01). La concentracién de Zn en higado y musculo presentaron incremento con las
concentraciones de Zn suplementado (efecto lineal, P < 0.01). Los pesos de los testiculos fueron
Zn21 =157.80 g, Zn80 = 211.86 g y Zn400 = 201.78 g (efecto cuadratico, P < 0.05). Los valores
de &cido acético fueron Zn21 = 59.88 %, Zn80 = 56.03 % y Zn400 = 55.10 % (efecto lineal, P <
0.01). los valores de acido propionico fueron Zn21 = 25.85 %, Zn80 = 26.92 % y Zn400 = 32.60
% (efecto lineal, P < 0.01). Los valores del acido butirico fueron Zn21 = 14.27 %, Zn80 = 17.05
% y Zn400 = 12.30% (efecto cuadratico, P < 0.05). EI consumo de Zn present6 una correlacion
con el consumo de agua, excrecion de orina, flujo duodenal de Cu, excrecidén de Cu en heces y
excrecion de Cu en orina (P < 0.05). La creatinina en orina varié de 6184.64 a 9838.04 y la
creatinina en sangre de 67.82 a 78.14; ambas mediciones no presentaron diferencias significativas
(P>0.05). Conclusién: La dosis de 80 mg/kg de Zn mejoré la digestibilidad total del mineral y el

contenido de Zn en tejido muscular y peso testicular.

Palabras clave: Zinc, digestibilidad, dosis, corderos y calidad de la carne.
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EVALUATION OF THE DIGESTIBILITY, QUALITY OF MEAT AND
HEMATOLOGICAL PARAMETERS IN SHEEP SUPPLEMENTED WITH THREE
ZINC CONCENTRATIONS

Raymundo Lira Casas, MC. Colegio de Postgraduados, 2016

ABSTRACT
Zinc deficiency (Zn) is a major problem in the growth and health of sheep (Ovis aries). The
requirements recommended by the National Research Council are low. The aim of the study was
to evaluate the effect of three doses of Zn supplemented: a) 21 mg Zn / kg of dry matter (DM)
from diet alone, b) Zn80 (diet + ZnSO4) and c) Zn400 (diet + ZnSO4). Twelve male Katahdin
breed lambs were used randomly divided into three groups, with weight of 29.72 + 2.16 kg and
age of 9 £ 1 months. Cannulas were implemented in the rumen and in the proximal part of the
duodenum. The DM intake was restricted for all lambs to 718.62 + 10.84 g. During the course of
the experiment, the flow and digestion of organic matter (OM) throughout the digestive tract no
significant effect (P> 0.05). Neutral detergent fiber (NDF) in the ruminal flow to the duodenum
ranged between 67.58 and 74.12 g / d and ruminal digestion of NDF varied between 41.67 and
46.01%. The flow and digestion of NDF in the digestive tract showed no significant differences
(P> 0.05). The ruminal flow of ammonia-nitrogen (N) in duodenum varied between 10.87 and
11.78 g / d and no had significant differences (P> 0.05). The duodenal flow of microbial N that
comes from the rumen ranged between 7.50 and 8.50 g / d without significant difference (P> 0.05).
N microbial efficiency ranged from 11.5 to 12% without significant difference (P> 0.05). Fecal

excretion of N was not significantly different (P> 0.05). Digestion and flow of Zn in rumen,
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intestine and excretion were also increased with dose supplemented Zn (linear effect P <0.01). Zn
supplementation had no significant difference (P> 0.05) on fecal pH, ruminal and duodenal liquid.
The brightness of the psoas major was Zn21 = 36.50, 38.14 and Zn400 Zn80 = = 35.35 (quadratic
effect, P <0.01). Redness of the major psoas muscle was between 18.81 to 19.72 and intensity in
yellow was 3.63 to 3.82. The pH of the gracilis muscle and psoas major ranged between 6.21 and
6.91 and no significant effect (P> 0.05) in pH, brightness and hardness. The water holding capacity
of the gracilis muscle was Zn21 = 63.68%, 65.32% Zn80 = and = 83.80% Zn400 (linear effect, P
<0.05). Zn concentration in blood plasma was Zn21 =1.97 mg/L, Zn80 =5.77 mg/ L and Zn400
= 13.21 mg / L (linear effect, P <0.01). The concentration of Zn in liver and muscle showed
increased concentrations of Zn with supplemented (linear effect, P <0.01). Testis weights were
Zn21 =157.80 ¢, 211.86 g and Zn80 = Zn400 = 201.78 g (quadratic effect, P <0.05). Acetic acid
values were Zn21 = 59.88%, Zn80 =56.03% and Zn400 = 55.10% (linear effect, P <0.01).
propionic acid values were Zn21 = 25.85%, 26.92% and Zn80 = Zn400 = 32.60% (linear effect,
P <0.01). Butyric acid values were Zn21 = 14.27%, 17.05% and Zn80 = Zn400 = 12.30%
(quadratic effect, P <0.05). Zn consumption showed a correlation with the water intake, urine
output, duodenal flow of Cu, Cu excretion in faeces and urine excretion Cu (P <0.05). Urine
creatinine ranged from 6184.64 to 9838.04 and blood creatinine 67.82 to 78.14; both
measurements were not significantly different (P> 0.05). Conclusion: The dose of 80 mg / kg of

total digestibility improved Zn ore and the Zn content in muscle tissue and testicular weight.

Keywords: Zinc, digestibility, dose, lambs and meat quality.
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Abreviaciones: Zn, zinc; Cu, cobre; Cr, cromo; Se, selenio; MS, materia seca; MO, materia
organica, PC, proteina cruda; NT, nitrogeno total, FDN, fibra detergente neutra; AGVs, acidos

grasos volatiles; MT, metalotioneinas.
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1. INTRODUCCION

La deficiencia de zinc es un problema relevante de salud para los animales, plantas y humanos
(Nielsen, 2012). Hace 53 afios que se conoce la deficiencia de Zn y se calcula que afecta alrededor
de dos billones de personas en paises en vias de desarrollo (Prasad, 2012). Las proteinas estan
estrechamente relacionadas con el Zn y el 69 % de las proteinas consumidas por las personas son
de origen animal (Camilleri et al., 2013), esto indica que no se cumplen los requerimientos de Zn,
cuando la dieta carece de proteinas o algun suplemento mineral. La deficiencia de Zn afecta el
metabolismo enzimatico, sistema reproductivo, sistema inmunoldgico, balance oxido-reduccion,
sistema neurologico y el crecimiento de los animales destinados al consumo humano (Maret y
Kre, 2007). EI Zn es uno de los elementos traza o micronutrientes mas abundantes en el cuerpo
animal, incluyendo al humano (Radford y Lippard, 2013). EI metabolismo de los carbohidratos,
lipidos, proteinas y acidos nucleicos, son procesados por enzimas (Maret, 2013). El Zn tiene tres
funciones principales en las enzimas: catalitica, co-catalitica y estructural (Vallee y Auld, 1993).
Se sabe que el Zn tiene un papel de segundo mensajero en células nerviosas (Yamasaki et al.,
2007), inhibidor del canal de protones del espermatozoide (Lishko et al., 2010), modulador del
sistema inmune (Stenberg y Roth, 2015), actla en la transcripcion, transduccion y modificaciones
post-traduccionales en proteinas tales como los dedos de Zn (Maret, 2013), ademas de otras
funciones no explicadas, como la formacion de complejos con péptidos de actividad protectora y
antioxidante durante la digestion (Wang et al., 2015), Factores como la baja concentracién de
microelementos minerales, alta concentracion de fitatos, fosforo y calcio son causa de deficiencia
de Zn (Bel-Serrat et al., 2013). Los sintomas que presentan los animales con deficiencia de Zn son
raquitismo, caida de pelo, hiperqueratosis, hipogonadismo e insuficiencia del sistema

inmunoldgico (Pechin, 1999; Nielsen, 2012)



Los requerimientos de Zn en la dieta para corderos en crecimiento va de los 20 a 24 mg Zn/kg de
MS (NRC, 2007). Este rango de requerimiento se considera bajo, debido a que el Zn tiene
funciones metabolicas indispensables para las bacterias del rumen y del propio animal,
considerando que la dieta de los rumiantes contiene agentes quelantes y antagonistas de la
absorcion del Zn. Por esta razén, el objetivo de este estudio fue analizar la digestibilidad y la
concentracion del Zn en tejido hematico, muscular, fluidos y excreciones, usando tres

concentraciones de Zn en la dieta de los corderos.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México y en paises en vias de desarrollo prevalece la deficiencia moderada o subclinicas de
Zn en humanos (Villalpando et al., 2003). Dietas ricas en fitatos, calcio, fosforo y hierro
antagonizan la absorcion del Zn, estos compuestos forman quelatos que modifican la
biodisponibilidad evitando la absorcidn del Zn y otros micronutrientes. La poblacién mexicana,
principalmente la que habita en zonas rurales, consume cantidades altas de maiz (Zea mays)
nixtamalizado con altas concentraciones de calcio que interfiere con la absorcion de Zn (Rosado,
1998; Villalpando et al., 2003) Hay escasos reportes contundentes de deficiencia de Zn en
corderos. Sin embargo, es evidente que el ganado de rumiantes sufre deficiencia de Zn, incluso es
mas frecuente que en los humanos debido a que consumen alimentos de bajo valor nutricional,
alto contenido de calcio, fésforo y fitatos. En general, la deficiencia de Zn afecta la produccion
pecuaria, las concentraciones de Zn recomendadas en la dieta por la NRC (2007), para corderos
son bajas, considerando que la dieta contiene agentes quelantes o que antagonizan la absorcion
del Zn, No existen reportes contundentes que especifiquen que el Zn se absorbe en rumen o
intestino. Aumentar la dosis de Zn en la dieta de los rumiantes aumentaria las concentraciones del
mineral en la carne de rumiantes mejorando la biodisponibilidad de Zn en el humano a través del

consumo de la carne.

La deficiencia de Zn afecta la expresion de genes, sintesis de proteinas y modificaciones
postraduccionales, causando desequilibrio homeostatico en el organismo, alteraciones en el ciclo
celular y la meiosis (Sun et al., 2007) y es el componente principal de la estructura de los dedos
de Zn (Island, 2012). La deficiencia de Zn en animales y humanos causa infertilidad, absorcion

embrionaria, abortos, muertes de neonatos, lento desarrollo, mal funcionamiento del sistema



inmunoldgico, etc. (Nielsen, 2012). El Zn esta presente en cientos de metaloenzimas
indispensables para el metabolismo con funciones cataliticas (anhidrasa carbonica), estructurales
(superdxido dismutasa) y co-cataliticas (1-6 difosfatasa) (Pedrosa et al., 1977; Vallee y Falchuk,
1993), Por otro lado, la accidén inhibidora del canal de protones Hv1 en los espermatozoides que

causa infertilidad masculina (Lishko et al., 2010).



3. HIPOTESIS

Los requerimientos de Zn de los corderos son mayores a los que recomienda la NRC (2007), el
incremento de la ingestion de Zn mejora los pardmetros fisioldgicos y favorece la acumulacion de
este nutrimento en el tejido muscular, mejorando la biodisponibilidad del mineral en la carne

destinada al consumo humano.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos generales
Evaluar los efectos de la suplementacion de 25, 80 y 400 mg Zn/Kg de MS en la diata, en el
balance metabdlico de nutrientes en fluidos digestivos, calidad de la carne y constantes

hematoldgicas de los corderos de la raza Katahdin, durante 6 semanas.

4.2. Objetivos especificos
1.- Evaluar el balance metabdlico del Zn y el efecto con otros nutrimentos como la MO, FDN, Cu
y N, en la fermentacion ruminal, digestion post-ruminal y digestion total en los corderos.
3.- Determinar la concentracion de Zn en plasma sanguineo, tejido muscular, hepatico, renal y
testicular de los corderos.
4.- Analizar las proporciones de AGVs en el liquido ruminal, 3 horas después de alimentar a los
de los corderos.
4.- Analizar el efecto de la suplementacion de Zn sobre el color, textura, capacidad de retencion

de agua y contenido de Zn en la carne de cordero.



5.- Analizar el efecto de la suplementacion de Zn sobre el peso de los rifiones y testiculos de los
corderos.

6.- Analizar el efecto del suplemento de Zn sobre las constantes hematicas de los corderos.



5. MARCO TEORICO

5.1. El Zn como elemento quimico y su abundancia en el mundo

El Zn con numero atémico 30, de peso atdmico de 65, 37 g/mol localizado al final de la serie de
los elementos de transicion, en el grupo I1B, es un cation divalente, sus propiedades quimicas
dependen de la posesion de la orbita & completa. Debido a eso no participa como aceptor o donante
de electrones en procesos de 6xido reduccion en los sistemas bioldgicos (Lenntech, 2016; Vallee
y Falchuk, 1993). El Zn es el 23%"° elemento mas abundante en la corteza terrestre y constituye
aproximadamente 0.004 % de sustancias en la tierra. EI compuesto mineral dominante que lo
contiene es la blenda de Zn, también conocido como esfalerita (ZnS), el Zn igual esta presente en
la calamina (ZnCOs3) encontrada en los sedimentos de carbonato, otros compuestos importantes
que lo tienen son la wurtzite, smithsonita y hemimorfita (Lenntech, 2016; Goncalves, 2001).

Los paises principales con zonas mineras de Zn son Canada, Rusia, Australia, EE. UU. y Per0. La
produccién mundial supera 7 millones de toneladas por afio. Méas del 30 % de la necesidad mundial
de Zn se cumple mediante el reciclaje (Asociacion Latinoamericana de Zinc, 2016). En México
en el 2010 se produjeron 570,004 toneladas con un valor de 15,571 millones de pesos (Servicio

Geoldgico Mexicano, 2014).

5.2. El Zn en el funcionamiento del organismo animal
El Zn desempefia una funcion indispensable tanto en cinética como en termodindmica, es un
elemento traza esencial para el organismo animal, juega un papel especial en el funcionamiento
de la respuesta inmune, es un elemento estructural de las proteinas, funciona como un
neurotransmisor y como un mensajero intracelular, los cambios en su biodisponibilidad

temporales o espaciales pueden influir en la actividad de varias enzimas, incluyendo las quinasas,



fosfatasas, etc. (Yu et al., 2011). El Zn esta presente en alrededor de trescientas enzimas y varias
proteinas de vias de sefializacion y factores de transcripcion en el organismo de los animales
(Vallee y Auld, 1993). El Zn tiene efectos sobre el sistema inmunoldgico y nervioso que dependen
de la concentracion de Zn en el organismo (Frederickson et al., 2005). En estudios recientes
indican que el Zn actia como un nuevo segundo mensajero intracelular capaz de traducir estimulos
extracelulares en eventos de sefializacion (Yamasaki et al., 2007). Por lo tanto, si la disponibilidad
de este elemento es baja, se altera la homeostasis del organismo, ya que maultiples procesos

celulares dependen de la presencia del Zn.

5.3. Zny las metaloenzimas
El panorama del sistema enzimatico en el metabolismo animal se muestra en el Cuadro 1, donde
el Zn tiene una estrecha relacion con metabolismos de los lipidos, carbohidratos, proteinas, acidos
nucleicos, crecimiento (ciclo celular), reproduccion (meiosis), sintesis y transporte de vitamina A,
control de radicales libres y regulacion de la expresion génica modulado por factores de
transcripcion y nucleasas o dedos de Zn, afectando el sistema reproductor, inmunoldgico y
nervioso (Vaquerizas et al., 2009; Yu et al., 2011; Nielsen, 2012). EI Zn con las enzimas cumple

tres funciones basicas: catalitica, estructural y co-catalitica (Vallee y Falchuk, 1993).



Cuadro 1. Ejemplos de metaloenzimas relacionadas al Zn.

Enzima

Funcion

Anhidrasa carbonica

Alcohol deshidrogenasa

Retinol deshidrogenasa

Fosfatasa alcalina

D-gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
Fructosa 1-6 difosfatasa

Maélico deshidrogenasa

Lactico deshidrogenasa

Alfa manosidasa

Glutamato deshidrogenasa

Acido aminolevolimico deshidratasa
Leucin aminopeptidasa

Dipeptidasa

Coléagenasa

Carboxipeptidasa A y B pancreética
ADN polimerasa

RNA polimerasa

Timina quinasa

Ribonucleasa

Cu-Zn superdxido dismutasa

Transporte de CO>

Oxidacion de alcoholes

Oxidacion de retinol (Vitamina A)
Hidrolisis de grupos fosfato

Glucolisis

Gluconeogenesis

Ciclo de Krebs (Malato < - oxalacetato)
Piruvato <-> lactato (anaerobiosis)
Hidrolisis de polimeros de manosa
(glicoproteinas)

Alfa-ceto glutamato + NH4* - glutamato
Sintesis del grupo hemo

Degradacion de polipéptidos
Degradacion de dipéptidos

Degradacion de la matriz extracelular
Digestion de las proteinas

Sintesis de DNA

Sintesis de RNA

Sintesis de timidina 5’°-fosfato
Degradacion de RNA

Antioxidantes citosolicos

Adaptado de (Pechin, 1999); (Vallee y Auld, 1993); (Vallee y Falchuk, 1993); (Mccall et al.,

2000).



5.4. Funcidn catalitica
Estas enzimas contienen un simple &tomo de Zn catalitico que identifica sus ligandos. EI Zn forma
complejos con tres nitrégenos y oxigeno de la histidina y residuos de glutamato His>>Glu. Cuando
los sitios de Zn catalitico incluyen sitios co-cataliticos como en la enzima alcohol deshidrogenasa,
entonces los ligandos abarcan aspartato y cisteina. EI agua es un ligando adicional del Zn y puede
ser activada para ser ionizada, polarizada o desplazada. Los sitios de Zn de la enzima alcohol
deshidrogenasa son anicos, incluyendo una sola histidina y dos cisteinas (Cys-46 y Cys-174)
(Vallee y Falchuk, 1993). La anhidrasa carbonica cumple con una funcion catalitica en los
eritrocitos, contiene un &tomo de Zn que corresponde al 0.33 % y la ausencia de este metal causa

la inactivacion total de la enzima (Pechin, 1999).

O
H o H H H — Il
C=0
C. H
0 0 / g 'I_KO/ \O/
Zn++ Zn++ Zn++
Enzima — ’ Enzima Enzima

Figura 1. Ejemplo de la funcidn catalitica del Zn y modelo en la forma en que actda la anhidrasa

carbdnica, esquema adaptado de (Vallee y Auld, 1993).

5.5. Funcion estructural
El Zn esta colocado en un lugar no esencial para la catalisis, pero actia de forma estructural en la

enzima superoxido dismutasa. En esta funcion el Zn se une tetraédricamente a los atomos de azufre
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de cuatro residuos de cisteina para mantener la estructura cuaternaria de la holoenzima y el rol
catalitico esté a cargo del Cu (Vallee y Auld, 1993), Los sitios estructurales de Zn son dominios
compactos cuya construccion se basa solamente en ligandos de cisteinas organizadas en
coordinacion tetrahedrica. La enzima aspartato carbamiltransferasa es la Gnica que contiene solo
un atomo de Zn localizado en la unidad reguladora. La enzima alcohol deshidrogenasa, ademas
de su atomo catalitico de Zn también tiene un segundo &tomo de Zn estructural (Vallee y Auld,

1993).

5.6. Funcion co-catalitica
Los sitios co-cataliticos de Zn estan solo en enzimas multimetal, antes de determinar los sitios de
unién del Zn por medio de rayos X, la funcién de esos atomos metalicos fue denominada
“modulacion” o “regulatorio”. Todas estas enzimas contienen 2 0 mas dtomos de Zn y otros
metales (usualmente magnesio). La estructura fosfatasa alcalina y leucina aminopéptidasa tiene
motivos de union con Zn dando la funcién “co-catalitica” o “co-activadora” (Vallee y Auld, 1993).
La funcion co-catalitica también estd presente en la fructosa 1-6 difosfatasa que es una
metaloenzima donde el Zn tiene una funcién de regulacion alostérica sin ser esencial para la

actividad catalitica (Pedrosa et al., 1977).

Sitios cataliticos de union con Zn cuentan con dos 0 més d&tomos metélicos, estan fisicamente cerca
uno del otro y son una unidad funcional. Un aminoacido, ya sea aspartato o glutamato,
simultaneamente se une a dos atomos del Zn. Asi, es caracteristico para las enzimas multi-Zn en
el que el aspartato proporciona un puente entre &tomos Zn2 y Zn3 o entre Zn2 y un atomo de

magnesio (Vallee y Auld, 1993).
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5.7. EI Zn como inhibidor de la motilidad del espermatozoide
La modificacion del pH en el medio evita la activacion del canal Hv1 presente en el flagelo de los
espermatozoides, en el tracto reproductor masculino este permanece bloqueado por la presencia
de Zn en el epididimo, de manera contraria el flagelo del espermatozoide es muy activo en el tracto
reproductor femenino, esto es atribuido al pH y la cantidad de Zn que hay en el medio. Otros
cationes divalentes como el Ca bloguean la actividad del canal, pero ninguno lo hace como el Zn,
este canal también es bloqueado por la proteina anandamida endocannabinoide que se produce en
la superficie del dvulo, sistema nervioso y esta presente en la marihuana que es considerada una

de las causas de infertilidad masculina (Lishko et al., 2010).

5.8. La funcion del Zn en el proceso de apoptosis
Por otra parte, el Zn mismo es citotoxico, ya que induce la apoptosis en células T y B (Yanagisawa,
2004). La deficiencia de Zn en ratas (Rattus novergicus) aumenta la proliferacion de células del
esofago y la incidencia de tumores esofagicos inducida por N-nitrosomethylbenzylamine
(NMBA), la reposicion de Zn en el tratamiento con NMBA en ratas, induce la apoptosis de las
células epiteliales del es6fago reduciendo sustancialmente el desarrollo de cancer de eséfago

(Fong et al., 2001).

5.9. Accidn del Zn a nivel de sistema nervioso
La deficiencia de Zn también es causa de enfermedades neuronales (Yamasaki et al., 2007). Existe
una cantidad importante de Zn dentro de las vesiculas sinapticas del subgrupo de neuronas
glutamatérgicas en el cerebro, de esta forma puede ser liberado por estimulos eléctricos y sirve

para modular la respuesta de los receptores de diferentes neurotransmisores. Estos incluyen tanto
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los receptores excitadores e inhibidores, en particular los receptores NMDA y GABA(A). Los
cambios en el metabolismo del Zn, que se producen durante el estrés oxidativo puede ser
importante en las enfermedades neurologicas, tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Parkinson, y la esclerosis lateral amiotréfica (ALS) (Cuajungco y Lees, 1997). EI Zn es un
componente estructural de la enzima superoxido dismutasa 1, en el que las mutaciones dan lugar
a una forma de ALS familiar (McCords y Fridovich, 1969). EI Zn es también un inhibidor muy
potente de la sintetasa de 6xido nitrico que desemperfia un papel fundamental como un agente
vasodilatador y su deficiencia se asocia con enfermedades isquémicas del corazén (Cuajungco y

Lees, 1997; Pinelli et al., 2001).

5.10. Accidn del Zn en el sistema inmunologico
Durante afios se sabia que el Zn solo era un componente estructural de muchas enzimas, las
actuales evidencias suman una funcion adicional de la concentracion de iones libres de Zn o unido
débilmente dando una sefial intracelular (Haase y Rink, 2009). La actividad de todas las células
inmunitarias se modula por medio del Zn. Es esencial para la transduccién de sefiales que son
inducidas por lipopolisacaridos en los monocitos, también para influir en la expresion del
interferon gamma (INF-¥) en células-T activadas y en los mastocitos, ademas el Zn labil juega un
papel en la regulacion de la activacion de las caspasas y translocacion del factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-xB). Los experimentos
demuestran que la funcién del sistema inmunolégico decrece después de que el Zn se reduce en
el organismo, en ratones se ha observado que se reduce la actividad citotdxica de las células natural
killer (NK) y la respuesta mediada por anticuerpos. Por lo tanto, se reducen las defensas del

huésped en contra de los patégenos y tumores (Yamasaki et al.,, 2007). Al aumentar la
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biodisponibilidad de Zn extracelular facilita la induccién de respuestas proliferativas de células T.
El Zn actia como una molécula idnica de sefializacion después de la activacion de las células T
donde aumentan las concentraciones citoplasmaticas de Zn en 1 min después de la activacion del

receptor de las células T (RCT) (Yu et al., 2011).

5.11. Patologias causadas por la deficiencia del Zn
Acrodermatitis enteropatica, paraqueratosis, dermatitis, alopecia, enanismo, retraso del
crecimiento, hipogonadismo y compromiso de la funcion gonadal, retraso en la maduracion de los
organos sexuales, reduccion del crecimiento de pelo, inflamacidn de articulaciones, baja tolerancia
a la glucosa, disminucion de la movilidad de reservas hepaticas de vitamina A, hipogeusia,
hiposmia, la susceptibilidad a las infecciones y retraso en la cicatrizacion, es evidente la disfuncion

del sistema inmune y trastornos mentales (Wang et al., 2004; Yanagisawa, 2004).

5.12. Metalotioneinas y dedos de Zn
El Zn esta relacionado en mdaltiples procesos celulares, existen proteinas especializadas en el
almacenamiento del Zn y corresponden a las metaloenzimas de eflujo (Znt genes: Slc30a) y de
absorcion (Zip Genes: SIc39A) (Lichten y Cousins, 2009). Actualmente los estudios revelan que
el Zn puede ser almacenado y liberado en vesiculas intracelulares y pueden funcionar como un
nuevo segundo mensajero intracelular (Yamasaki et al., 2007). Por lo tanto, la concentracion
intracelular de Zn esta controlada por los importadores de Zn ZIPs/SLC39s y el exportador de Zn
transportadores/SLC30s (Lichten and Cousins, 2009; Liuzzi and Cousins, 2004), que se
encuentran en el aparato de Golgi de las células. Las MT tienen la capacidad de unirse a metales

pesados tanto fisioldgicos como (el Zn, Cu y Se) o como xenobidticos como (cadmio, mercurio,
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plata y arsénico) a través del grupo tiol (-SH) de los residuos de cisteina, que representan casi el

30% del resto de sus aminoacidos (Cherian et al., 2003).

5.13. La ingenieria genética y el disefio de dedos de Zn
Actualmente se disefian nucleasas dedos de Zn (ZFNs), es un nuevo y emocionante campo de la
ciencia donde se disefian proteinas artificiales que se unen al DNA que contienen tres o0 cuatro
apices o dedos de Zn que se unen al dominio nucleasas Fokl, estas nucleasas se pueden usar en
cromosomas mutantes para romper la doble cadena del DNA. A pesar del poder de este método
del que hay bastantes publicaciones, grupos de investigadores mencionan que es dificil disefiar un
dedo de Zn funcional, principalmente hacerlo llegar a su objetivo, sin embargo, es de interés para
la ciencia. En la actualidad hay empresas que apoyan el disefio de dedos de Zn, colaborando con
academias formando consorcios, ahora las nucleasas son mas baratas que los propios reactivos. El
consorcio usa herramientas computacionales como ZiFiT5 para ayudar al disefio de los dedos de
Zn, aunque esto aun es desafiante para usuarios inexpertos y el disefio de dedos de Zn a la carta

aun suelen fallar (Isalan, 2012).

El factor mas limitante es que los dedos de Zn actien sobre un solo objetivo en el DNA, la
ingenieria ha desarrollado extensamente los dedos de Zn sobre andamios 0 secuencias consenso
ricas en guaninas (G). Por ejemplo, la Zif268: 5°-GCG(G/T)GGGCG-3’; Spl: 5’-GGGGCGGGG-
3’, el bosquejo del disefio de muestra en la Figura 2. Se ha empefiado porque los dedos de Zn
actlen sobre otros sitios que no sean ricos en G (Isalan et al., 2009). En primer lugar, las
secuencias ricas en G son la preferencia natural de los dedos de Zn, otras regiones en su mayoria

no tienen éxito y se debe a la fuerte interaccion entre proteinas-DNA que se da entre los residuos
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de argininas y las bases de guaninas en el surco mayor. En segundo lugar, el contacto de
superposicion entre dedos adyacentes tienen una configuracion en la que las guaninas son
particularmente estables a la primera y la tercera base de cada sitio de reconocimiento del dedo

(Isalan et al., 1997).

ZTPs funcional como un par

. Uniones ] .
Objetivo Espacio de apropiadas - Orientacion
rico de G Traslape correcto 5-7-pb ; . N-C; 35
del dedo /
-a-N
5' M N NG, €] NINJGININIC| [NIN/NNININ| .“Alla‘:'.:’I."?'}"m\'}""l el ?Ti:"1“,:?‘»1'1"’:3';"'3
3K NINGIN'NIG N/ | 2NN [CININICININ M 5’
Mutantes mejorados Fokl
Especificidad,
Afinidad,
cinética

Precision del sitio de escision
Numero de dedos

Figura 2. El esquema muestra dos dedos con cuatro pares de unién al ADN de un modo canénico

y pone de relieve las limitaciones de ingenieria y consideraciones principales (Isalan, 2012).

5.14. Estudios de Zn en los mexicanos
En México y en paises en vias de desarrollo aun prevalece la deficiencia moderada de Zn en las
poblaciones urbanas y rurales, debido a un desequilibrio en la dieta diaria que causa deficiencias
de micro minerales y sin duda repercute en el desarrollo corporal, reproductivo, inmunologico y
cognoscitivo. Existen estudios donde se evalta el consumo individual mediante una adecuacion

de cada uno de los nutrientes y resulta que la demanda de Zn no se cumple. Por otra parte, se
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evaluaron los niveles de Zn plasmatico en ambas poblaciones y como resultado las personas de la
poblacién rural absorben menor cantidad de Zn a pesar del mismo consumo que la poblacion
urbana (Villalpando et al., 2003).

La baja ingestion de Zn no parece ser el Unico problema que predispone a la deficiencia. La dieta
rural se compone en su mayoria de alimentos de origen vegetal, los cuales contienen potentes
inhibidores de la absorcion de Zn, tales como el acido fitico, la fibra dietética y el calcio. El fésforo
fitico es abundante en los vegetales y el calcio elevado en la dieta, principalmente la tortilla debido

al proceso de nixtamalizacion del maiz con hidréxido de calcio. (Rosado, 1998).

5.15. Variacion de las constantes hematoldgicas por efecto del Zn
El Zn modula al sistema inmunolégico (Stenberg y Roth, 2015). Cuando hay un exceso de Zn
puede haber una disminucion en la absorcién de Fe, disminucion de Cu en el organismo y su
consecuencia pueden ser anemia Yy neutropenia (Sutton et al., 2009). Al aumentar la
biodisponibilidad de Zn extracelular facilita la induccion de respuestas proliferativas de células T

(Yuetal., 2011). En el Cuadro 2 se muestran las constantes hematoldgicas de los corderos.
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Cuadro 2. Constantes hematologicas de corderos.

Caracteristica Minimo Maximo
Hematocrito L/L 0.27 0.47
Eritrocitos X10*?/L 9 15
VGM fL® 28 40
Plaquetas X10'%/L 250 750
Solidos totales X10%%/L" 60 80
Fibrinégeno g/L" 2 5
Relacion Pt/Fb g/L° >12

Leucocitos X10%/L 4 12
Neutrofilos X10%/L 0.7 6
Linfocitos X10%/L 2 9
Monocitos X10%L 0 0.8
Basofilos X10%/L 0 3
Eosindfilos X10%/L 0 1

Fue adaptado de (Thrall et al., 2012) y (Thrall et al., 2012).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales
Se utilizaron 12 corderos de la raza Katahdin con un peso de 29.72 + 2.16 Kg, edad de 9 £ 1 meses
equipados con canulas, una en rumen y otra en la parte proximal del duodeno. Las cirugias en los
corderos se realizaron ocho semanas antes de iniciar el experimento. Los animales fueron
adaptados 21 dias antes de iniciar el experimento a las jaulas metabdlicas 0.62 x 0.80 m, con piso
perforado. Las jaulas metabdlicas permanecieron dentro de la unidad metabdlica en el Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo. Los borregos fueron vacunados contra enfermedades
clostridiales (Triangle® Bac 8 V, Fort Dodge Animal Health, S. de R.L. de C.V.) y fueron tratados
contra paréasitos internos y externos (lvomec-F® Merial Argentina S. A. y Valbazen® 2.5 %,
Pfizer, S.A. de C.V.), antes de iniciar el experimento. Los cuidados de los animales durante las
cirugias y el experimento se realizaron de acuerdo a las siguientes directrices del Consejo
Mexicano sobre Cuidado de los Animales: Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado
y uso de los animales de laboratorio NOM-062-Z00-1999. Trato humanitario en la movilizacion
de animales NOM-051-Z00-1995. Sacrificio humanitario de los animales domésticos y silvestres
NOM-033-Z00-1995, (SENASICA, 2015). Los animales fueron alimentados dos veces al dia a

las 8:00 y 20:00 h y tomaron agua bidestilada a libre acceso.

6.2. Dieta y alimentacion
Las dietas experimentales se muestran en el Cuadro 3, para la elaboracion de la dieta se utilizaron
los valores tabulados de cada uno de los ingredientes (NRC, 2007). Los corderos de los tres
tratamientos fueron alimentados con una dieta general con 11.189 % de PC/kg de MS y 21 mg

Zn/kg de MS, a la cual se adaptaron durante 21 dias. Los tratamientos fueron Zn21 (con 21 mg
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Zn/kg de MS proveniente de la dieta solamente); Zn80 (con 21 mg Zn/kg de MS proveniente de
la dieta y el resto fue agregado en 14 mL de una solucion con 8.11 mg de ZnSOs
monohidratado/mL.); Zn400 (21 mg Zn/kg de MS proveniente de la dieta y el resto fue agregado
en 14 mL de una solucién con 52.12 mg ZnSO4 monohidratado/mL. La solucion fue suministrada
via canula ruminal dos veces al dia a lo largo del experimento 7 mL a las 8:00 hy 7 mL a las
20:00 h. La suplementacion de ZnSOs se realiz6 ocho dias antes del primer muestreo. Para calcular

la digestibilidad se utiliz6 0.4 % de 6xido de Cr en la dieta como marcador de la digestion.
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Cuadro 3. Composicidon de la dieta experimental para los corderos.

Concentraciones mg Zn/kg de MS

Ingrediente (%) 21 80 400
Melaza de cafia (Sacharum fficinarum) 7.13 7.13 7.13
Maiz amarillo 31.59 31.59 31.59
Harina de trigo (Triticum aestivum) 26.82 26.82 26.82
Aceite de maiz 1.83 1.83 1.83
Urea 1.38 1.38 1.38
Paja de trigo 12.67 12.67 12.67
Pulpa de citricos (Citrus sinensis) 15.80 15.80 15.80
Sales minerales totales® 2.77 2.77 2.77
Sulfato de Zn mg 0.00 113.59 729.65

Composicién nutritiva en base MS
Energia Neta, Mcal/Kg°®

Mantenimiento 1.82 1.82 1.82
Ganancia 1.21 1.21 1.21
Proteina cruda, (%) 11.19 11.19 11.19
Extracto etéreo, (%) 4.70 4.70 4.70
Fibra detergente neutra, (%) 17.22 17.22 17.22
Calcio, (%) 0.46 0.46 0.46
Fosforo, (%) 0.31 0.31 0.31
Magnesio, (%) 0.10 0.10 0.10
Potasio, (%) 0.28 0.28 0.28
Sodio, (%) 0.04 0.04 0.04
Azufre, (%) 0.25 0.25 0.25

80xido de cromo, 0.4 % fue adicionado como marcador de la digestion.

YMicroelementos contenidos en las sales minerales totales: FeSOs heptahidratado 0.0128 %,
CuSOs pentahidratado 0.053 %, CoCl> hexahidratado 0.022 %, MnO. 0.055 %,
Etilendiaminohidroxiiodide (EDDI) 0.003 %, y Na.SeO3z monohidratado 0.005 %.

°Basado en los valores de los ingredientes individuales tabulados (NRC,2007).
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6.3. Muestreos

6.3.1. Muestreos para el balance metabdlico
En general los muestreos postprandiales fueron cada 2 horas distribuidos en tres dias. EI esquema
de muestreo fue 09:00, 11:00, 01:00, 03:00 05:00 y 07:00 horas. Los grupos de animales Zn21,
Zn80 y Zn400 fueron muestreados alternados, uno a la vez y rotados a lo largo de los tres dias.
Cada animal fue muestreado 6 veces en cada periodo de muestreo, después se formé una muestra
compuesta por cada periodo. Al final se obtuvieron 6 muestras compuestas de plasma sanguineo,
orines, alimento, heces, liquido ruminal y duodenal para cada animal, todas las muestras fueron

congeladas a — 20 °C, hasta completar el analisis.

Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos con heparina de sodio (BD Vacutainer®), las
muestras fueron centrifugadas a 11,000 rpm por 5 minutos a 4 °C y el plasma sanguineo fue
colocado dentro de tubos de 2 mL SafeSeals micro tubos (Sarsted®) para su almacenamiento. Las
muestras de orines fueron recolectadas en bolsas plasticas sostenidas a un aro en la base del
prepucio, el aro fue fijado por resortes textiles y vertidas en tubos falcén de 50 mL (Labolan®)
para su almacenamiento. Las muestras de alimento fueron recolectadas de cada lote semanal en
bolsas de plastico para su almacenamiento. Las muestras de heces fueron recolectadas en bolsas
de tela sostenidas con resortes textiles y después transferidas a bolsas de plastico para su
almacenamiento. Las muestras de liquido ruminal se recolectaron con una bomba de succion
manual dentro de tubos falcon de 50 mL (Labolan®) mismos en los que se almacenaron. El liquido
duodenal fue recolectado en bolsas de plastico sostenidas a la canula con ligas y después vertidos

en tubos falcén de 50 para su almacenamiento.
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6.3.2. Muestreos complementarios y medicion
El pH fue medido a cada muestra de orines, heces, liquido ruminal y duodenal. Para la medicion
se coloco 1 gramo de muestra en tubos de 2 mL SafeSeals micro tubos (Sarsted®) a los que se les
introdujo el electrodo del potenciémetro pH 1100®. Los muestreos de liquido ruminal para
cuantificar los AGVs y los muestreos de alimento fueron realizados en cada uno de los 6 periodos
y la masa microbiana solo se obtuvo en el tercer y sexto periodo de muestreos. Para cuantificar
los AGVs se tomaron 30 mL de liquido ruminal fresco 3 horas después de alimentar a los animales
por la mafana, las muestras fueron filtradas y se mezclaron 4 mL de liquido ruminal clarificado
y 1 mL de &cido meta-fosforico al 25 % (p/v). Se obtuvo 1 kg de muestra de alimento por semana
para su posterior analisis. Para obtener la masa microbiana, un litro de liquido ruminal fue diluido
en 1 litro de NaCl a 0.16 N, la mezcla fue centrifugada a 2750 rpm por 10 min y el sobrenadante
fue recuperado. Nuevamente el liquido sobrenadante fue centrifugado a 13500 rpm por 20 minutos
para obtener un pellet que fue secado a 65 °C por 24 horas. Los muestreos para las pruebas
hematoldgicas se realizaron en tubos con acido etilenodiaminotetracético (EDTA). durante las seis
semanas seguidas a las 7 de la mafiana en ayunas. Antes de iniciar el experimento a los animales
se les retird el pelo de la regidn cervical lateroventral media, para hacer méas visible la vena yugular

y en cada muestreo la piel fue desinfectada antes y después de cada extraccion de sangre.
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6.4. Andlisis del laboratorio

6.4.1. Primer procedimiento de las muestras
Las muestras de higado, rifion, masculos (psoas major y gracilis), alimento, heces, masa
microbiana y liquido duodenal fueron descongeladas toda la noche a temperatura ambiente. Para
determinar la MS parcial, todas estas muestras fueron colocadas en contenedores de plastico
individuales dentro de una estufa a 60 °C por 3 dias, las muestras fueron pesadas antes y después
de secarlas. Después de determinar la MS parcial las muestras se molieron y tamizaron con una
criba de 1 mm de espesor en un molino (Christy y Norris Ltd., Chelmsford, England®). La MS
total fue determinada para calcular el porcentaje de MO en higado, rifiones, muasculos, alimento,
heces, masa microbiana y fluido duodenal. Para determinar la MO se coloco 0.1 g de muestra en
un crisol dentro de una estufa a 95 °C por 12 horas y los residuos se pesaron. Los crisoles con los
residuos de MS de las muestras de alimento, heces y fluido duodenal se utilizaron también para
determinar cenizas, y para ello se colocaron en una mufla a 600 °C durante 12 horas y por ultimo
los restos de las muestras fueron pesadas después de incinerarlas para realizar los calculos. Las
muestras de liquido ruminal fueron centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos para obtener el

sobrenadante.

6.4.2. Hidrolisis de las muestras para calcular Zn, Cuy Cr
Las muestras fueron hidrolizadas para medir las concentraciones de Zn, Cu, y Cr. El Zn y Cu
fueron medidos en plasma sanguineo, orines, alimento, heces, masa microbiana, sobrenadante de
liquido ruminal y liquido duodenal. EI Cr fue medido en heces y liquido duodenal. Para hidrolizar

0.5 g de plasma sanguineo, orina y fluido sobrenadante de liquido ruminal se utilizaron 10 mL de
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agua desionizada 3 mL de &cido nitrico (HN3z) y 1 mL de peroxido de hidrogeno (H202) a 120 °C
por 3 horas. Para realizar la hidrolisis del alimento, heces, liquido duodenal y masa microbiana las
muestras fueron incineradas a 600 °C en la mufla por 12 h y los residuos fueron hidrolizados con

10 mL de agua desionizada, 4 mL de HN3z a 120 °C por 8 horas.

6.4.3. Cuantificacion de Zn Cuy Cr
La cuantificacion de Zn, Cu y Cr se realizé por medio de absorcion atdmica con el equipo Varian
SpectrAA 220®. Para el Zn se hizo una curva en un rango de 0 hasta 2 mg/L en una matriz de
H>O y se leyd a una longitud de onda de 214 nm. Para el Cu se hizo una curva en un rango de 0
hasta 5 mg/L en una matriz de H2O y se leyo a una longitud de onda de 325 nm y para la lectura
del Cr se hizo una curva en un rango de 0 hasta 10 mg/L en una matriz de H20 y se ley6 a una

longitud de onda 358 nm.

6.4.4. Cuantificacion de los &cidos grasos volatiles
La mezcla de sobrenadante de liquido ruminal y el acido metafosférico al 25 % (p/v) fue
centrifugado a 13000 rpm por 15 min y el sobrenadante se coloco en los viales del cromatografo
de gases. Se usé el cromatografo HP 6890®, este tiene una columna capilar 19091F-433. Se
preparo el estandar con 62.50 Mm de acido acético, 18.75 Mm de &cido propionico y 12.50 de

acido butirico.

6.4.5. Purinas

Las purinas se cuantificaron en el liquido duodenal para estimar la sintesis de proteina microbiana

en rumen. Los nucledtidos y las muestras se hidrolizaron con &cido perclérico (HCIOs).
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Procediendo con la precipitacion de purinas libres con nitrato de plata, el &cido con las purinas
solubilizadas 1:20 fue cuantificado por espectrofotometria a 269 nm y la proteina microbiana fue
estimada por proporcion de purinas y N cuantificado en la masa microbiana (Zinni y Owens,

1986).

6.4.6. Fibra detergente neutra
Para medir la FDN se utilizaron bolsas filtro, solucién para determinar FDN y alfa amilasa
termoestable, sulfato de sodio anhidro y el analizador de fiora AMKON?®®, se colocaron 0.5 g
de muestras dentro de las bolsas filtro, se deshidrataron a 95 °C, cada una de las corridas se
realizaron con 11 muestras y 1 bolsa filtro blanco, suspendidas en 2000 mL de solucién para
determinar FDN vy las condiciones fueron 100 °C, 20 libras de presion, durante 75 min. Las
muestras se lavaron 3 veces a 80 °C por 5 min. Después, las muestras fueron escurridas del exceso
de agua, lavadas en acetona y por ultimo secadas a peso constante a 95 °C para calcular el

porcentaje de fibra degradada.

6.4.7. Nitrégeno total
El NT fue determinado en 0.5 g de muestra por medio del método Microkjeldahl. Las muestras
fueron hidrolizadas con 3 mL de H2SO4, después el producto de hidrolisis fue destilado con 100
mL de hidroxido de sodio al 40 %. El amonio fue conducido por 300 mL de vapor a 50 mL de
una solucién de acido boérico al 4 % con solucién indicadora de (verde de bromocresol y rojo de
metilo) para titular se consideré que 1 mL de acido clorhidrico al 0.1 N neutraliza 0.014 g de N

en forma de amoniaco.
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6.4.8. Nitrogeno amoniacal
El nitrégeno amoniacal fue determinado en 2 g de liquido duodenal por medio de la técnica
Macrokjeldahl. La muestra fue mezclada con 1.25g de MgO, 1 mL de CaCL: y 75 mL de agua
destilada, después de mezclarla fue puesta en ebullicion y el amonio fue acarreado por 600 mL de
vapor a un matraz con 100 mL de solucion al 2.9 % de H3sBOz3, con una solucion indicadora (verde
de bromocresol y rojo de metilo) y para titular se consideré que 1 mL de &cido clorhidrico al 0.1

N neutraliza 0.014 g de N como amoniaco.

6.5. Calidad de la carne

6.5.1. EIl pH de lacarne
Los pHs de la carne fueron medidos 4 horas después de matar a los corderos con un potenciometro
pH 1100®, en los masculos gracilis y psoas major, y se realizaron tres mediciones por cada

muestra.

6.5.2. Dureza de la carne
La dureza de la carne del masculo gracilis fue medida dos dias después de matar a los corderos.
Para esta técnica se utilizé el texturometro TA-XT2, Texture Tecnologyes® y una navaja Warner-
Bratzler®. Las muestras de carne fueron cortadas en tiras con un espesor de 1 cm de alto y de

ancho con una velocidad de corte de 5.0 mm/s.
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6.5.3. Capacidad de retencion de agua en la carne
La capacidad de retencion de agua fue determinada en 2 g de masculo gracilis finamente picado
mezclado con 5 mL de una solucion de NaCl 0.6 M dentro de tubos Falcon®. Las muestras fueron
mezcladas con el vortex por 1 min, la mezcla se dejo reposar por 30 min a 4 °C, y después se
centrifugo por 15 minutos a 10,000 rpm y el sobrenadante fue medido con una probeta. El analisis
se realizo por triplicado y la cantidad de agua retenida fue calculada y reportada para 100 g de

carne.

6.5.4. Analisis de colorimetria en la carne
La luminosidad de la carne, rojez y amarillez fue medida con un cromometro portable Cr-410
Konica Minolta®, el cromometro fue calibrado con un mosaico de referencia L* = 94.70, a* =
0.31, b* = 0.32 y las mediciones se realizaron por triplicado sobre la superficie del musculo

desprovisto de grasa y tejido conjuntivo fibroso.

6.6. Analisis hematologico
Para la medicion del microhematocrito se utilizaron tubos de 75 x 1.5 mm, después de llenar por
capilaridad se centrifugaron a 11,000 rpm por 5 min, después se confronté con la tabla lectora para
obtener el valor en unidades L/L. El conteo de glébulos rojos se realizé6 de manera manual con
una camara de Neubauer, para preparar la muestra se colocaron 0.05 mL de sangre en una pipeta
de dilucién para globulos rojos con 1.05 mL de solucion Harem (0.5 g cloruro de mercurio, 1.0 g
cloruro de sodio, 5.0 g sulfato de sodio, y agua destilada 200 mL.), se contaron los glébulos rojos
y se expreso en unidades X°/L. Para calcular el volumen corpuscular medio (VGM) se emple6 la

Formula 3. Para hacer el conteo de plaquetas se usé la cAmara de Neubauer, las muestras se
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prepararon usando una pipeta de dilucion para glébulos rojos con sangre fresca y solucion de
oxalato de amonio al 1 %, obteniendo una dilucion 1:100 y los resultados se expresaron en
X10%?/L. Para la medicion de sélidos totales se utilizd plasma sanguineo y un refractometro
Golberg®, los valores fueron expresados en X10'?/L. Para calcular el fibrindgeno fue basado en
el método de Clauss, donde se empled una solucion a base de trombina o reactivo Ay el calibrador
0 reactivo B a base de imidazol 0.05 M a pH 7.3, fue indispensable el tiempo de coagulacion y la
curva de calibracion para estimar la concentracion de fibrindgeno expresado en g/L. En cuanto a
la relacion plaquetas-fibrindgeno solamente se dividen y las unidades se expresan en g/L. Para el
conteo de leucocitos totales se utilizo la camara de Neubauer, con una pipeta para formula blanca
se agregaron 0.5 mL de sangre fresca y se le agregaron 1.05 mL de la solucién de Turk (3 mL
acido acético glacial, 1 mL violeta de genciana al 1 %, agua destilada c.b.p. 100 mL), después se
procedio a realizar el conteo en el microscopio de contraste de fases, con la ayuda de un contador
manual y los resultados fueron expresados en X10°/ L. Para realizar el conteo relativo de cada
tipo de células (neutrdfilos, linfocitos, monocitos basofilos y osinofilos) se realizé un frotis fijado
con metanol y tefiidos con Wright en el que se contaron 100 células, después se hicieron los
calculos absolutos mediante el conteo de linfocitos en la camara de Neubauer y los resultados

fueron expresados en X10°/ L.

6.7. Célculos del experimento
Como marcador de la digestion se utilizd el CrOs y la digestion aparente fue calculada por medio
de las formulas de Maynard y Loosli (1969).
(%)marcador en la dieta )]

. iy . 0 — _
Digestién aparente de materia seca (%) = 100X[1 ((%)murcudor o las hoces

(1)
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Digestién aparente de nutrientes en la dieta (%) = 100 X [1 — (

(%)marcador en la dieta ) (cancentracién de nutriente en las heces)]

(%)marcador en las heces. concentraciéon de nutriente en la dieta

@)

Para calcular el valor hematoldgico del volumen corpuscular medio se utilizo la siguiente formula.

VCM L = Hematocrito L/L %1000
fL= Recuento de eritrocitos X102 /L

3)
6.8. Disefio experimental y andlisis estadistico

Los analisis se realizaron con un disefio completamente al azar y un disefio estadistico mixto con
mediciones repetidas en el tiempo, procedimiento MIXED (SAS, 2003). El modelo estadistico
para el experimento fue el siguiente: Y, = p+ Ax;; aj + d;; + 7 + (@) + €5, Done Yy
es la variable respuesta, k es el tiempo, J los sujetos, i el grupo. u es una constante comin de todas
las observaciones, 4 es un coeficiente fijo en la covariable x;; = Tratamiento por animal j en el
grupo i (concentracion de Zn), a; es un parametro correspondiente al grupo i (concentracion de
Zn), T, es el parametro correspondiente al tiempo k, y (at);; es la interaccion correspondiente a
la concentracion de Zn i y tiempo k; d;; es una variable aleatoria distribuida normalmente con
media cero y varianza o7 que corresponde al animal j y el grupo i (concentracion de Zn) y e;jk €s
una variable de distribucion normal con media cero y varianza o2 independiente de d;; que
corresponde al animal j en el grupo concentracion de Zn i en el tiempo k, para analizar las
covariables se utilizo el método autoregresivo, orden 1 (AR (1)) donde las covariables fueron las
mediciones del mismo individuo en diferentes tiempos (Littell et al., 2000). Los efectos
experimentales fueron analizados por efectos lineales o cuadraticos con polinomios ortogonales
(SAS, 2003). Con este disefio estadistico fueron analizados las muestras de pH, FDN, AGVs, el

balance metabolico y las variables hematoldgicas.
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Se utilizé un segundo disefio experimental completamente al azar, donde los datos fueron
sometidos a un andlisis de varianza con el procedimiento GLM. El modelo estadistico fue el
siguiente: Y;; = u+1; + &, donde Y;; es la variable respuesta correspondiente al i-ésimo
tratamiento en la j-ésima repeticion, u es la media general, 7; efecto i-esimo tratamientos, ;; error
experimental del tratamiento i en la repeticion j, teniendo en cuenta que &;; = ~NID (0, 0?). Los

efectos experimentales fueron analizados por efectos lineales o cuadraticos con polinomios
ortogonales (SAS, 2003). Ese disefio estadistico fue utilizado para analizar la calidad de la carne,

peso de algunos 6rganos y concentraciones de Zn en tejidos.
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7. RESULTADOS

La MS consumida fue restringida para los borregos a 718.62 + 10.84 g, a lo largo del experimento.
Los animales no tuvieron problemas de salud. El balance metabdlico de MO, FDN, N, Zny Cu se

muestran en el Cuadro 4.

7.1. Materia organica
El flujo ruminal de MO al duodeno varié de 256.55 a 268.17 g/d y la digestién de MO en el rumen
oscilé entre 60.27 y 61.87 %. La digestion post-ruminal de MO oscilé entre 48.47 y 51.15 %. La
MO excretada en heces varié de 118.24 a 124.03 g/d. La digestion de MO de todo el tracto
digestivo oscild entre 80.96 y 82.17 %. El flujo y la digestion de MO a lo largo del tracto digestivo

no presentd diferencias significativas (P > 0.05).

7.2. Fibra detergente neutra
El flujo ruminal de FDN al duodeno oscilé entre 67.58 y 74.12 g/d. La digestion ruminal de FDN
vario entre 41.67 y 46.01 %. La digestion post-ruminal de FDN oscil6 entre 12.86 y 18.82 %. La
excrecion fecal de FDN vari6 entre 57.79 y 59.91 g/d. La digestion de FDN a lo largo de todo el
tracto digestivo oscil6 entre 52.34 y 53.86 %. El flujo y la digestion de FDN a lo largo de todo el

tracto digestivo no presentd diferencias significativas (P > 0.05).

7.3. Digestion del nitrégeno
El flujo ruminal de N amoniacal al duodeno, el flujo duodenal del N microbiano que proviene del
rumen, la eficiencia microbiana de N. La eficiencia post-ruminal del N y la excrecion fecal del N

no presentaron diferencias significativas (P > 0.05). El flujo ruminal de N amoniacal al duodeno
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vario entre 10.87 y 11.78 g/d. El flujo duodenal del N microbiano que proviene del rumen oscild
entre 7.50 a 8.50 g/d. La eficiencia microbiana de N oscil6 entre 11.5y 12. 24 %. La eficiencia
post-ruminal del N vari6 de 0.84 a 0.91 %. Excrecion fecal del N oscilo de 2.91 a 3.27 g/d. El
flujo ruminal de nitrogeno alimenticio al duodeno fue Zn21 = 4.04 g/d, Zn80 = 3.36 g/d, Zn400 =
3.50 g/d (efecto cuadratico, P < 0.01). La digestion post-ruminal del N que provenia del abomaso
fue Zn21 =71.37 %, Zn80 = 73.01 %, Zn400 = 71.37 % (efecto cuadratico, P < 0.05). La digestion
total de N a lo largo de todo el tracto digestivo Zn21 = 73.97%, Zn80 = 77.29%, Zn400 = 77.45%

(efecto cuadratico, P < 0.04).

7.4. Digestion del Zn
El flujo ruminal de Zn al duodeno fue Zn21 = 0.03 g/d, Zn80 = 0.06 g/d y Zn400 = 0.26 g/d (efecto
lineal, P < 0.01). La digestion ruminal de Zn fue Zn21 = -72.35 %, Zn80 = -3.48 % y Zn400 =
6.59 % (efecto lineal, P < 0.01). La digestion post-ruminal del Zn fue Zn21 = 51.49 %, Zn80 =
44.98 %, Zn400 = 22.14 % (efecto lineal, P < 0.01). La excrecion fecal de Zn fue Zn21 = 0.01 g/d,
Zn80 = 0.30 g/d, Zn400 = 0.20 g/d. (efecto lineal, P < 0.01). La digestion de Zn a lo largo de todo
el tracto digestivo fue Zn21 = 21.41 %, Zn80 = 47.30 %, Zn400 = 27.15 % (efecto cuadratico, P
< 0.01). El Zn i6nico en el liquido ruminal clarificado fue Zn21 = 5.56 %, Zn80 = 7.54 %, Zn400

= 16.55 % (efecto lineal, P < 0.05).

7.5. Digestibilidad del Cu
El flujo ruminal del Cu al duodeno fue Zn21 = 0.005 g/d, Zn80 = 0.008 g/d, Zn400 = 0.009 g/d
(efecto lineal, P = 0.001). La digestién ruminal del Cu fue Zn21 = 35.55 %, Zn80 = 12.58 % y

Zn400 = 3.72 % (efecto lineal, P = 0.003). La digestion post-ruminal del Cu fue Zn21 = 27.71 %,
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Zn80 = 49.71 %, Zn400 = 46.15 % (efecto lineal, P < 0.10). La excreciéon fecal del Cu fue Zn21
=0.002 g/d, Zn80 = 0.003 g/d, Zn400 = 0.004 g/d. (efecto lineal, P < 0.01). La digestion de Cu a

lo largo de todo el tracto digestivo fue Zn21 = 63.65 %, Zn80 = 62.04 %, Zn400 = 54.50 % (efecto

cuadratico, P < 0.01).
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Cuadro 4. Medias generales del efecto del Zn sobre la digestion en los corderos por tratamiento.

Caracteristicas Tratamientos mg/kg Zn. EEM P value 2
21 80 400 Lineal Cuadratico

Peso de borregos, Kg 30.77 29.31 30.37 0.52

No. animales 4 4 4

Consumo por componente g/d

MS 708.26 717.68 729.89  8.67

MO 655.55 664.07 675.36  8.02

Ml 52.91 53.62 54.53 0.65

FDN 123.36 125 12712 151

N 12.68 12.84 13.06 0.15

Zn 0.015 0.054 0.278  0.0002

Cu 0.008 0.008 0.01 0.001

Flujo al duodeno, g/d

MO 256.55 253.49 268.17 7.98 0.33 0.39

FDN 70.36 67.58 74.12 5.81 0.29 0.14

N no amoniacal 11.53 10.87 11.78 0.36 0.63 0.11

N microbiano 7.5 8.51 8.25 0.31 0.11 0.12

N alimenticio 4.04 3.36 3.5 0.23 0.13 <0.01

Zn 0.03 0.06 0.26 0.005 <0.01 <0.01

Cu 0.005 0.008 0.009 0.0004 <0.01 0.34

Digestion ruminal, (%) del consumo

MO 60.64 61.87 60.27 1.13 0.83 0.33

FDN 42.59 46.01 41.67 1.89 0.73 0.12

Zn -72.35 -3.48 6.59 5.7 <0.01 <0.01

Cu 35.55 12.58 3.72 571 <0.01 0.34

Eficiencia microbiana N 115 12.8 12.24 0.49 0.31 0.15

Eficiencia del N 0.91 0.84 0.9 0.03 0.73 0.09

Digestion post-ruminal, (%) que proviene del abomaso

MO 51.15 48.47 49.60 2.08 0.61 0.47

FDN 18.81 12.86 18.82 4.03 0.93 0.27

N 71.37 73.01 71.37 1.17 0.83 0.04

Zn 51.49 44.98 22.14 3.12 <0.01 0.06

Cu 27.71 49.71 46.15 7.16 0.10 0.17

Excrecién fecal, g/d

MO 124.03 118.24 11855 4.24 0.39 0.57

FDN 56.61 58.08 6045 221 0.25 0.87

N 3.27 2.91 2.94 0.19 0.07 0.21

Zn 0.01 0.30 0.20 0.005 <0.01 <0.01

Cu 0.002 0.003 0.004 0.0001 <0.01 0.22

Digestion total del tracto, (%) del consumo

MO 80.96 82.17 82.41 0.73 0.19 0.59

FDN 53.86 53.49 52.34 1.99 0.60 0.87

N 73.97 77.29 77.45 1.02 0.04 0.23

Zn 21.41 47.30 27.15 2.62 0.15 <0.01

Cu 63.65 62.04 54.50 1.19 0.01 0.24

4Basado en contrastes ortogonales por tratamiento.
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7.6. pH de los fluidos y excreciones

La suplementacion de Zn no presento diferencias significativas (P > 0.05) sobre el pH de heces,
liquido ruminal y duodenal. EI pH promedio en heces fluctuo ente 7.39 y 7.56, en liquido ruminal
de 6.06 a 6.23 y en liquido duodenal de 2.28 a 2.40. Los valores del pH en orines fueron Zn21 =
5.76 %, Zn80 = 5.78 % y Zn400 = 5.68 % (efecto lineal, P < 0.05). Los valores se muestran en el

Cuadro 5.

Cuadro 5. Medias generales del efecto del Zn sobre el pH de fluidos y excreciones de los corderos

por tratamiento.

Caracteristicas Tratamientos mg/kg Zn EEM P value 2

21 80 400 Lineal Cuadratico
Liquido ruminal 6.26 6.07 6.13 0.07 0.21 0.16
Liquido duodenal 240 226 230 0.10 0.50 0.48
Heces 759 769 757 0.08 0.91 0.31
Orines 576 578 5.68 0.05 0.19 0.04

4Basado en contrastes ortogonales por tratamiento.
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7.7. Calidad de la carne
Los estudios de calidad de la carne fueron realizados en los musculos psoas major y gracilis. El
pH v la reflectancia fue analizada en los dos masculos, pero la capacidad de retencion de agua y
dureza solo se analizaron en el musculo gracilis. Los datos de calidad de la carne se muestran en

el Cuadro 6.

Mdasculo psoas major no presentd efectos significativos (P > 0.05) en los valores del pH,
enrojecimiento y amarillamiento. EI pH del muasculo psoas major varié entre 6.21 y 6.91, el
enrojecimiento entre 18.81y 19.72 y el amarillamiento de 3.63 a 3.82. La luminosidad del musculo

psoas major fue Zn21 = 36.50, Zn80 = 38.14 y Zn400 = 35.35 (Efecto cuadratico, P < 0.01).

El masculo gracilis no tuvo efectos significativos (P > 0.05) en el pH, luminosidad, enrojecimiento
amarillamiento y dureza de la carne. EI pH del musculo gracilis varié entre 6.21 y 6.30, la
luminosidad de 28.48 a 39.27 El enrojecimiento del musculo gracilis vari6 de 19.93 a 21.97. El
amarillamiento del musculo gracilis oscil6 de 2.62 a 3.96. y la dureza de la carne vari6 de entre
2145.4 a 2362.8 kg. Capacidad de retencion de agua del musculo gracilis fue Zn21 = 63.68 %,

Zn80 = 65.32 % y Zn400 = 83.80 % (efecto lineal, P < 0.05).
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Cuadro 6. Medias del efecto del consumo de Zn sobre la calidad de la carne de los corderos por

tratamientos.

Caracteristicas Tratamientos mg/kg Zn EEM P value?

21 80 400 Lineal Cuadratico

Mdusculo Psoas major
pH 6.21 5.91 5.90 0.12 0.11 0.37

Color reflectancia

Luminosidad 36.507 38.14  35.35 049 0.11 <0.01
Enrojecimiento 19.72 1946  18.81 048  0.19 0.74
Amarillamiento 3.62 3.73 3.82 050 0.78 0.99

Musculo gracilis
pH 6.30 6.22 6.21 011 0.64 0.75

Color reflectancia

Luminosidad 39.27 38.94 38.48 0.70 0.43 0.95
Enrojecimiento 21.97 21.47  19.93 0.72  0.06 0.56
Amarillamiento 3.96 3.62 2.62 050 0.07 0.59
CRAP 63.68 65.32 83.80 6.06 0.03 0.27
Dureza (Fuerza media kg) 2.36 2.21 2.14 0.09 0.25 0.22

4Basado en contrastes ortogonales por tratamiento.

bCapacidad de retencion de agua.
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7.8. Concentracion de Zn en tejidos
La concentracion de Zn en los tejidos se muestra en el Cuadro 7. La concentracion de Zn en rifiones
y testiculos no presentaron diferencias significativas (P > 0.05). La concentracidn de Zn en rifiones
vario de 134.85 a 174.89 mg/kg. La concentracion de Zn en testiculos oscil6 de 116.80 a 130.359
mg/kg. La concentracion de Zn en plasma sanguineo fue Zn21 = 1.97 mg/L, Zn80 = 5.77 mg/L y
Zn400 = 13.21 mg/L (efecto lineal, P <0.01). La concentracion de Zn en higado fue Zn21 = 151.67
mg/kg, Zn80 = 152.97 mg/kg y Zn400 = 292.11 mg/kg (efecto lineal, P < 0.01). La concentracion
de Zn en masculo fue Zn21 = 180.18 mg/kg, Zn80 = 219.64 mg/kg y Zn400 = 242.59 mg/kg

(efecto lineal, P < 0.01).

Cuadro 7. La media de la concentracion de Zn por tratamiento en tejidos de los corderos

suplementados con Zn.

Caracteristicas Tratamientos mg/kg Zn. EEM P value?

25 80 400 Lineal Cuadratico
Plasma sanguineo, mg/L 1.97 577 13.21 0.82 <0.01 0.04
Rifion mg/kg 134.85  149.38  174.89 1417  0.08 0.75
Higado mg/kg 151.67 15297 292.11 20.85 <0.01 0.02
Testiculo mg/kg 116.80  127.58 130.359 4.47 0.06 0.48
Musculo mg/kg 180.18  219.64  242.59 14.07 0.01 0.64

4Basado en contrastes ortogonales por tratamiento.
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7.9. Pesos de rifiones y testiculos

Los pesos de rifiones y testiculos se muestran en el Cuadro 8. La suplementacion de Zn no mostrd

diferencias significativas (P > 0.05) en el peso de los rifiones y los valores variaron entre 44.35 y

44.85 g. Los pesos de los testiculos fueron Zn21 = 157.80 g, Zn80 = 211.86 g y Zn400 = 201.78

g (efecto cuadrético, P < 0.05).

Cuadro 8. Efecto por tratamientos del consumo de Zn sobre las medias del peso de los rifiones y

testiculos de corderos.

Caracteristicas Tratamientos mg/kg Zn EEM P value?

21 80 400 Lineal Cuadrético
P. rifiones g 44.85 44.45 45.35 2.93 0.91 0.86
P. testiculos g 157.80 211.86 201.78 13.32 0.08 0.04

4Basado en contrastes ortogonales por tratamiento.

7.10. Acidos grasos volatiles

Los valores de los AGVs se muestran en el Cuadro 9. Los porcentajes de acido acético fueron

Zn21 =59.88 %, Zn80 = 56.03 % y Zn400 = 55.10 % (efecto lineal, P < 0.01). los valores de &cido

propionico fueron Zn21 = 25.85 %, Zn80 = 26.92 % y Zn400 = 32.60 % (efecto lineal, P < 0.01).

Los valores del acido butirico fueron Zn21 = 14.27 %, Zn80 = 17.05 % y Zn400 = 12.30% (efecto

cuadratico, P < 0.05).
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Cuadro 9. Efecto del consumo de Zn sobre las medias de las concentraciones de AGVs en rumen,

por tratamientos.

Caracteristicas Tratamientos mg/kg Zn. EEM P value®

21 80 400 Lineal Cuadratico
Acético (%) 59.88 56.03 55.10 0.99 <0.01 0.25
Propionico (%)  25.85 26.92 32.60 2.25 0.01 0.26
Butirico (%) 14.27 17.05 12.30 1.58 0.24 0.02

4Basado en contrastes ortogonales por tratamiento.

7.11. Balance hidrico

Los valores del consumo de agua, volumen de orina, excrecion de Zn y Cu se muestran en el

Cuadro 10. EI consumo de agua fue Zn21 = 1941.50 mL/d, Zn80 = 2324.38 mL/d y Zn400 =

2359.81 mL/d (efecto lineal, P < 0.05). La excrecion de orina fue Zn21 = 614.66 mL/d, Zn80 =

918.50 mL/d y Zn400 = 1146.89 mL/d (efecto lineal, P < 0.01). La excrecién de Zn en orina fue

Zn21 =3.27 mL/d, Zn80 =4.64 mL/d y Zn400 = 4.82 mL/d (efecto lineal, P < 0.05). La excrecion

de Cu en orina fue Zn21 = 1.98 mL/d, Zn80 = 3.16 mL/d y Zn400 = 4.42 mL/d (efecto lineal, P

<0.01).
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Cuadro 10. Efecto por tratamiento del consumo de Zn sobre las medias del consumo de agua,

excrecion de orina, excrecion de Zn y Cu.

Caracteristicas Tratamientos mg/kg Zn EEM P value®
21 80 400 Lineal Cuadratico
Excrecion de orinamL/d  614.66  918.50 1146.89 108.82 <0.01 <0.01
Consumo de agua mL/d® 194150 2324.38 2359.81 119.38 0.05 0.15
Excrecién de Zn mg/d 3.27 4.64 4.82 0.44 0.03 0.30
Excrecién de Cu mg/d 1.98 3.16 4.42 0.38 <0.01 0.94
4Basado en contrastes ortogonales por tratamiento (n = 4 por tratamiento).
7.12. Coeficiente de correlacion de Pearson entre consumo de Zny excrecién de Cu.

Los coeficientes de correlacion de Pearson entre diferentes variables relacionadas con la excrecion

de Cu se muestran en el Cuadro 11. El consumo de Zn tiene una correlacién con el consumo de

agua, excrecion de orina, flujo duodenal de Cu, excrecion de Cu en heces y excrecién de Cu en

orina (P < 0.05). El promedio de consumo de agua 2209 + 445.34 mL, excrecion de orina 0.89 +

0.45 mL, flujo duodenal de Cu 7.25 + 3.87 g/d, excrecion de heces de Cu 3.49 + 0.09 g/d,

excrecion urinaria de Cu 3.20 + 1.36 g/d.
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Cuadro 11. Relacion entre los promedios por tratamiento de consumo de Zn, el flujo y excrecién

del Cu.
Caracteristicas Media DEM P value?
Consumo de agua mL/d 2209.00 445.34 0.04
Excrecion de orina mL/d 893.35 347.49 <0.01
Flujo duodenal de Cu mg/d 7.25 3.87 <0.01
Excrecién de Cu en heces mg/d 3.49 0.09 <0.01
Excrecidn urinaria de Cu mg/d 3.20 1.36 <0.01

aSignificancia del coeficiente de correlacion de Pearson.

7.13. Estudio hematoldgico
Las variables hematicas se muestran en el Cuadro 12. EI hematocrito oscilé de 0.28 a 0.30 L/L, el
conteo de eritrocitos de 9.24 a 9.52 X10?/L, plaquetas de 718.08 a 808.25 X10?/L, solidos totales
de 64.40 a 69.67 X10%/L, leucocitos de 7.21 a 7.63 X10%L, neutr6filos de 2.86 a 4.09 X10°%L,
linfocitos de 2,95 a 3.73 X10%L, monocitos de 0.32 a 0.49 X10°%L, basofilos de 0.03 a 0.5 X10%/L,
eosindfilos de 0.10 a 0.15 X10%L. Las variables anteriores no presentaron diferencias
significativas por efecto del consumo de Zn. Los valores del VGM fueron Zn21 = 32.88, Zn80 =
32.42, Zn400 = 29.61 fL presentaron diferencias significativas (efecto lineal, P < 0.10). Los
valores del fibrindgeno fueron Zn21 = 6.31, Zn80 = 4.85, Zn400 = 6.11 g/L" (efecto cuadrético, P
< 0.03). Los valores de la relacion entre Pt/Fb fueron Zn21 = 9.98, Zn80 = 13.37 Zn400 = 11.21

(efecto cuadratico, P < 0.07).

43



Cuadro 12. Medias por tratamientos de las variables hematologicas en los corderos tratados con

Zn.
Caracteristicas Tratamientos mg Zn/kg EEM P value?
21 80 400 Lineal Cuadréatico
Hematocrito L/L 0.29 0.30 0.28 0.01 0.53 0.43
Eritrocitos X10%?/L 9,24 9.52 951 0.62 0.77 0.86
VGM fLP 32.88 3242 2961 1.27 0.10 0.47
Plaquetas X10'%/L 77242 718.08 808.25 67.41 0.71 0.41
Solidos totales X10'%/L  69.67 64.40 66.78 1.50 0.25 0.08
Fibrindgeno g/L 6.31 4.85 6.11 041 0.73 0.03
Relacion Pt/Fb g/L® 9.98 13.37 1121 1.09 0.44 0.07
Leucocitos X10%/L 7.63 7.21 7.39 0.79 0.81 0.75
Neutrofilos X10%/L 4.09 2.86 3.38 0.57 0.41 0.24
Linfocitos X10%L 2,95 3.73 3.44 0.52 0.51 0.42
Monocitos X10%/L 0.41 0.49 0.32 0.18 0.75 0.60
Basofilos X10%L 0.03 0.05 0.05 0.21 0.47 0.69
Eosinofilos X10%/L 0.11 0.10 0.15 0.02 0.25 0.15

4Basado en contrastes ortogonales por tratamiento (n = 4 por tratamiento).

b\/olumen globular medio.

‘Relacion plaquetas/fibrindgeno.
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La creatinina en orina varié de 6184.64 a 9838.04 umol/L y la creatinina en sangre de 67.82 a

78.14 pumol/L, ambas mediciones no presentaron diferencias significativas entre tratamientos. Los

valores se muestran en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Cuantificacion de creatinina en sangre y orin de los corderos tratados con Zn.

Caracteristicas Tratamientos mg Zn/kg EEM P value®

21 80 400 Lineal Cuadratico

Creatinina orina pmol/L 7902.68 6184.64 9838.04 2792.75 0.63 0.45

Creatinina sangre umol/L ~ 74.32 67.82 78.14 5.27 0.62 0.22

4Basado en contrastes ortogonales por tratamiento (n = 4 por tratamiento).
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8. DISCUSION

8.1. Materia organica
La digestibilidad de la MO depende de la composicion de la dieta. Por ejemplo, los forrajes tienen
una menor degradacion en comparacion con los cereales. En esta investigacion los animales
consumieron una dieta con el 92 % de MO, 70 % de cereales, el promedio de la digestion de MO
ruminal fue de 61 %, la digestion total de MO fue 82 %. Mallaki et al. (2015) con 20 mg de Zn/kg
MS y con una dieta del 65 % de cereal obtuvieron una digestibilidad total de 69 % de MO en
corderos. Garg et al. (2008) con 20 mg Zn /kg de MS y con una dieta del 60 % de cereal obtuvieron
una digestion total de 64 % de MO en corderos. Zinn et al. (1997) con una dieta del 85 % de cereal
obtuvieron una digestion ruminal de 61 % de MO y una digestion total de 83 % de MO en bovinos
(Bos indicus). En este trabajo el flujo duodenal, la digestion ruminal y la excrecion fecal de MO

no fueron diferentes.

8.2. Fibra detergente neutra
En la dieta de los rumiantes siempre esta presente la FDN y su degradacion depende del tipo de
ingredientes, bacterias, condiciones y sustratos en el rumen (Wang et al., 2012). En este
experimento se utilizé una dieta 70 % de cereales, y debido a estas condiciones la cantidad de la
poblacién de bacterias celuloliticas decrece cuando hay altas concentraciones de Zn en el rumen
(Eryavuz y Dehority, 2009). En esta investigacion los animales consumieron una dieta con el 17
% de FDN, el promedio de la digestién ruminal de FDN fue de 43 %, la digestion total de FDN
fue 53 %. Mallaki et al. (2015) reportaron una digestion total de 43 % de FDN cuando los corderos
consumieron 20 mg Zn/kg MS. En este trabajo el flujo duodenal, digestion ruminal y excrecion

fecal de la FDN es igual en los tres tratamientos.
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8.3. Digestion del nitrégeno
El Zn es abundante en cereales con alta concentracion de PC, por esta razédn la dieta basal fue
elaborada con cereales y forrajes con bajo contenido de Zn y a la vez bajo en proteina. Las heces
tienen nitrégeno relacionado con la fraccion C de proteina (Sniffen et al., 1992), proteina
bacteriana y descamacion celular (Tamminga, 1992) y como consecuencia el NT de la dieta en
este experimento solo fue degradado en un 76 %. EI N amoniacal, N microbiano y la eficiencia de
N son iguales en los tres tratamientos. EI N alimentario que fluye al duodeno, la digestion post-
ruminal y la digestion total del N fueron afectados por los tratamientos con 80 y 400 mg Zn/kg
MS. La deficiencia afecta la digestibilidad del nitrégeno y la suplementacion de Zn tuvo efecto en
la digestion total del N y es probable que se deba al mejor funcionamiento enzimatico que

metaboliza el nitrdgeno como tal o a las propias proteinas (Maret, 2013).

8.4. Digestibilidad del Zn
El flujo del Zn incrementdé con 80 y 400 mg Zn/kg de MS, sin embargo, la proporcion de Zn
digerido a nivel ruminal fue mayor cuando el animal consumié 400 mg Zn/kg de MS. Los
tratamientos con 21 y 80 mg Zn/kg de MS presentaron una digestion negativa, pero la digestion
post-ruminal para los mismos tratamientos fue mayor en comparacion al tratamiento de 400 mg
Zn/kg de MS; la posible causa del porcentaje de digestibilidad negativo de Zn es que el pancreas
y los enterocitos del duodeno contribuyen al incremento en la concentracion del Zn en el fluido
duodenal (Geiser et al., 2013). La homeostasis del Zn en animales aun no es clara, Sin embargo,
diferentes proteinas llamadas MT como la ZnT3 tiene la funcién de transportar del lumen

intersticial al interior de la célula (afluencia) y ZnT4 que tiene la funcion de transportar Zn del
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interior de la célula al lumen intersticial (flujo de salida) (Lichten y Cousins, 2009). También la
ZIP5, es otra MT relacionadas con la homeostasis del Zn en la membrana bilateral de los

enterocitos del intestino y células acinares del pancreas (Geiser et al., 2013).

La digestion fecal en este experimento varié desde un 21 a 47%. En otras investigaciones la
digestion aparente en corderos ha variado de 15 a 36 % (Spears, 1988), de 60 a 70 % (NRC, 2007),
en cabras de 18 a 24 % (Jia et al., 2009). La excrecidn fecal vari6 de 72 a 79 % cuando los corderos
consumieron 21y 400 mg Zn/kg de MS, pero con 80 mg Zn/kg de MS, la digestibilidad incrementa
a 47 %. Cuando los corderos consumieron 21 mg Zn/kg de MS, la digestion total de Zn fue 21.41
% y la posible explicacién de la baja digestion de Zn, es que el Zn tiene una estrecha relacion con
las fracciones proteinicas C, descamacion celular y proteina bacteriana del ciego, colon y recto.
Ademas, el Zn y otros elementos traza son quelados por fitatos, calcio y fosforo (Bel-Serrat et al.,
2013). La excrecion fecal del calcio y fosforo representan alrededor del 85 % (NRC, 2007), de
esta manera, con altas concentraciones de calcio, fésforo y fitatos, en humanos se reporta que se
pierde entre el 48 y 94 % del Zn (Bel-Serrat et al., 2013). Cuando los corderos consumieron 400
mg Zn/kg de MS el porcentaje de digestibilidad ruminal fue menor debido al exceso. EI consumo
recomendado de Zn para corderos en engorda es entre 20 y 24 mg Zn/kg de MS (NRC, 2007). Sin
embargo, los animales sometidos a un tratamiento de 80 mg Zn/kg de MS presentaron una mejor
digestibilidad del Zn en base a estos resultados. Por otra parte, se deben considerar diversos

factores para asegurar la adecuada absorcion del Zn y otros micronutrientes.
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8.5. pH de los fluidos
Los microrganismos son sensibles al pH y de este depende su sobrevivencia, ademas es un buen
indicador de los metabolitos que se estan produciendo (Wang et al., 2012), el Zn no modificé el
pH de los fluidos digestivos, sin embargo, si afecto el pH de la orina. Cuando los animales
consumieron 80 y 400 mg Zn/kg de MS, el pH de la orina fue alrededor de 5.7, ademas los
borregos consumieron mas agua y excretaron mas orina cuando consumieron 400 mg Zn/kg de
MS. El pH del ZnSO4 monohidratado que podria afectar oscila entre 4 y 6.6 (en una solucion de
5 g/L, en H20 a 20 °C). En este experimento el pH vario entre 6.07 y 6.13, esto nos indica que los
animales muestreados no sufrieron de acidosis durante el experimento. EI pH de la acidosis
subaguda oscila entre 5.4 y 5.6, la acidosis aguda menos de 5 (Hernandez et al., 2014). El &cido
propionico y butirico incremento en corderos que consumieron 80 mg Zn/kg de MS. Estos
resultados, confirman que el uso de Zn en la dieta tiene un efecto similar a los ionoforos (Ellis et

al., 2012).

8.6. Calidad de la carne
El pH promedio del musculo psoas major y gracilis fue de 6.2, Karabacak et al. (2015) reportaron
un pH de 5.56. El pH en la carne fue medido cuatro horas después de haber muerto los corderos,
el pH es variable y se considera que decrece desde 7.1 hasta 5.6 alrededor de las 24 h y depende
de la maduracion de la carne (Boles y Pegg, 1999). Para los corderos que fueron alimentados con
80 mg Zn/Kg de MS, la luminosidad del musculo psoas major incrementé hasta 38% en
comparacion a los tratamientos de 21 y 400 mg Zn/kg de MS. Con el uso de Zn aumento la
capacidad de retencion de agua en el masculo gracilis. Esto significa que la carne de corderos

alimentados con dietas con al menos con 80 mg Zn/kg de MS, la carne es mas jugosa y brillante.
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Estas dos caracteristicas que son afectadas por la suplementacién de Zn, son virtudes en la

aceptabilidad de la carne (Cheng and Sun, 2008).

8.7. Concentracion de Zn en tejidos
En general los datos presentaron una tendencia lineal, donde a mayor consumo de Zn, causa mayor
concentracion de Zn en tejidos y plasma. La concentracion de Zn en plasma sanguineo vario de
1.97 a 13 mg/L. Vilela et al. (2012) reportaron 10.3 mg Zn/L en plasma cuando los corderos
consumieron 600 mg ZnO/kg de MS. Grace (1972) reporto casos de deficiencia severa en borregas
con 0.53 a 0.89 mg Zn/L en plasma sanguineo. En este experimento las concentraciones de Zn en
rifiones se mantuvieron en un rango de 135 hasta 175 mg/kg, Rojas et al. (1995) reportaron que
con el uso de diferentes fuentes de Zn como el ZnO, ZnSO4, ZnMet y ZnLis obtuvieron
concentraciones de Zn en rifién entre 127 y 581 mg/kg Las concentraciones de Zn en higado
oscilaron entre 152 y 292 mg/kg; Rojas et al. (1995) obtuvieron en higado concentraciones de 127
a 389 mg Zn/kg con un consumo de 360 mg Zn/kg de MS. Las concentraciones de Zn en testiculo
se mantuvieron de entre 116.8 hasta 130 mg/kg y aunque el tratamiento de 400 mg Zn/kg de MS
fue el que tuvo una mayor concentracion de Zn en testiculo, los corderos que tuvieron mayor peso
testicular fueron los del tratamiento de 80 mg Zn/kg de MS. Los resultados indican que la
deficiencia de Zn causa hipogonadismo (Prasad, 2013), y no es muy claro, pero el exceso de Zn
también causa reduccion del tamario testicular. La concentracion de Zn en madsculo incrementd de
180 hasta 242 mg/kg con el consumo de Zn, aunque la mayor concentracién de Zn fue para el
tratamiento 400 mg Zn/kg de MS, el musculo de los corderos que consumieron 80 mg Zn/kg de
MS contuvieron 219.64 mg/kg de Zn, Rojas et al. (1995) obtuvieron en promedio 207 mg de

Zn/Kg cuando los corderos consumieron 360 mg Zn/kg de MS. Es importante tener mayores
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concentraciones de Zn en masculo ya que esto mejora la biodisponibilidad de este mineral para el
consumidor final que es el humano y también es probable que aumente la vida de anaquel de la

carne.

8.8. Peso de rifiones y testiculos

El Zn en la dieta modifica el tamafio de los testiculos y la produccion de testosterona (Liu et al.,
2015) que a la vez aumenta la produccion de hormonas como la IFG1 para estimular el crecimiento
de los animales (Yoshizawa and Clemmons, 2016). La concentracion de Zn en los testiculos fue
mayor en los corderos que consumieron 400 mg Zn /kg de MS, pero los corderos con testiculos
de mayor peso fueron los que consumieron 80 mg Zn/kg de MS. Los animales con deficiencia
incluyendo a los humanos presentan hipogonadismo (Prasad, 2013; Omu et al., 2015). Aunque,
en este experimento nos muestra que la concentracion alta de Zn en la dieta podria causar también
reduccion en el peso de los testiculos. Los pesos de los rifiones de los corderos fueron iguales y

tuvieron en promedio 44 g.

8.9. Acidos grasos volatiles
Los AGVs contribuyen en un 70 % del total de la energia metabolizable en rumiantes (Li et al.,
2012). La produccion de AGVs es afectada por los componentes de la dieta, la poblacion de
microorganismos y sus vias metabolicas. Por ejemplo, cuando la composicion de la dieta que
consumen los animales es alta en almidén el acido acético disminuye y el acido propionico
incrementa (Wang et al., 2012). El porcentaje de acido acético decrecié cuando los corderos
consumieron 80 y 400 mg Zn/kg de MS, el acido acético es metabolizado por las bacterias que
usan celulosa, almidon, lactato y pectina (Wang et al., 2012). Resultados de Eryavuz y Dehority

(2009) mencionan que la poblacién de bacterias celuloliticas decrece cuando hay altas
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concentraciones de Zn en el rumen. El porcentaje de acido propionico incremento entre 6.95 y
8.43 %, cuando los corderos consumieron 80 y 400 mg Zn/kg, resultados similares fueron
obtenidos por Arelovich et al. (2000), cuando usaron 250 mg Zn/kg de Zn en la dieta el acido
propionico incremento, de manera similar como cuando se utilizan ionoforos, como la monensina
que inhibe el crecimiento de bacterias Gram-positivas y de la misma manera hubo un incremento
del acido propionico (Ellis et al., 2012). El porcentaje de acido butirico increment6 cuando los
corderos consumieron 80 mg Zn/kg de MS, el acido butirico es metabolizado por bacterias que
usan celulosa, almiddn, lactato y xileno. Cuando el acido propionico y butirico incrementan la
produccidn de acido acético decrece y podria haber una disminucion en la produccion de metano

(Wolin, 1960).

8.10. Coeficiente de correlacion de Pearson entre el consumo Zn y la excrecion de
Cu

El zinc antagoniza la absorcién de Cu (Ao et al., 2007). El exceso de Zn puede disminuir el Cu y
el hierro en el organismo causando anemia y neutropenia (Sutton et al., 2009), sin embargo en
este trabajo solo se pudo identificar el aumento en la excrecién del Cu. El consumo de Zn tiene
correlacion entre diferentes variables relacionadas con la excrecion del Cu, estos valores se
muestran en el Cuadro 11. Mientras el cordero consume mas Zn, el consumo de agua, volumen de
orina, flujo duodenal de Cu, excrecion fecal de Cu y excrecion de Cu en orina aumentaron. Los
datos obtenidos confirman que el uso de Zn estimula la perdida de Cu. La acumulacion del Zn en
el cuerpo es una caracteristica comdn de la enfermedad de Wilson y Parkinson, una de las
alternativas es antagonizar y estimular la perdida de Cu por medio del mayor consumo de Zn

(Hoogenraad, 2011).
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8.11. Estudio hematoldgico
Las variables de hematocrito, eritrocitos, VGM, plaquetas, sélidos totales, leucocitos, neutréfilos,
linfocitos, monocitos, basofilos, eosinofilos se encontraron dentro de los rangos normales en
corderos (Thrall et al., 2012; Weiss y Wardrop, 2010) y no fueron afectadas por los tratamientos
de Zn. Los valores del fibrindgeno variaron entre 5y 6 g/L, se presentd un efecto cuadratico
(P<0.05) en el tratamiento 80 mg Zn/kg de MS y permanecio dentro de los valores normales
(Thrall et al., 2012), en comparacion a los tratamientos 21 y 400 mg Zn/kg de MS. Los valores de
la relacion entre Pt/Fb son iguales entre tratamientos. Los corderos del tratamiento 80 mg Zn/kg
de MS con 13 g/L estuvieron dentro del rango normal, pero los valores de los otros dos
tratamientos permanecieron ligeramente por debajo de lo normal. El exceso o déficit de Zn no
causo algun tipo de anemia, neutropenia (Sutton et al., 2009). Alteraciones en la cantidad de

células T u otros linfocitos (Yu et al., 2011).

53



9. CONCLUSIONES
La dosis de 80 mg Zn/kg de MS en la dieta, mejord la digestibilidad total del Zn, hubé mayor

absorcion del mineral en la region intestinal. EI contenido de Zn en tejido muscular y testicular
incremento. Con las dosis de 80 y 400 mg Zn/kg de MS en la dieta, mejoraron la disponibilidad
de Zn en carne e incrementd el peso testicular en comparacion al tratamiento con 21 mg Zn/kg de
MS en la dieta. EI ZnSO4 resulté una fuente apropiada que mejora la disponibilidad de Zn para
los corderos. Con 80 mg Zn/kg de MS en la diata, el &cido acético disminuyd, el cido propionico
y butirico incrementaron. Esprobable que el Zn funcion6 como biocida para algunos
microorganismos del rumen, con una probable disminucion en la produccién de gas metano. Con
80 mg Zn/kg de MS en la dieta, el brillo y jugosidad de la carne aumentaron. El Zn en exceso

antagoniz6 y promuevio la eliminacion del Cu.
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