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RESUMEN

DESARROLLO DE UN BOLO INTRA-RUMINAL DE LIBERACION PROLONGADA CON
SELENIO ORGANICO DE LEVADURAS PARA BOVINOS PRODUCTORES DE LECHE

RESUMEN

Se estudid el efecto de la administracion de un bolo intra-ruminal con selenio
organico de levaduras sobre el estatus de dicho mineral asi como sobre la
actividad de la enzima glutation peroxidasa (GSH-PX) en plasma de bovinos
productores de leche, en 2 experimentos. El primer experimento se realizé con
dos grupos de 10 vacas Holstein cada uno, de 500 Kg de peso en promedio,
mantenidas en corrales. Los grupos experimentales fueron: Testigo (10 animales)
y grupo con bolo que contenia 14.5% de levaduras enriquecidas con selenio,
equivalente a 9.50 mg de selenio. Se determiné la actividad de la GSH-Px y la
concentracion de selenio en el plasma. Los resultados mostraron que las vacas
que recibieron el selenio suplementario tuvieron mayores concentraciones de
selenio en comparacién con las vacas testigo (P<0.05) por tanto el selenio
organico es una buena opcion de suplementacion para mantener las
concentraciones de selenio en plasma en los niveles adecuados. En cuanto a la
actividad de la GSH-Px no hubo efecto de la dosis de selenio administrada en el
bolo sobre la actividad de la enzima (P>0.05) y hubo una correlacion lineal
pequena y no significativa (r=0.17; P>0.05) entre la concentracién de selenio y la
actividad de la GSH-Px, ambos en plasma. En el segundo experimento se
emplearon 30 vacas Holstein, en el dltimo tercio del periodo de gestacidn, de 550
Kg de peso en promedio, distribuidas en 3 grupos, mantenidos en corrales. Los
grupos experimentales fueron: Testigo (10 animales); grupo con bolo con 34.5%
de levaduras enriquecidas con selenio, equivalente a 11.42 mg de selenio, (10
animales); grupo con bolo con 0.17% de selenito de sodio, equivalente a 23.75 mg
de selenio, (10 animales). Se midio la actividad de la GSH-Px y la concentracion de
selenio en el plasma encontrandose que los animales suplementados tuvieron
concentraciones de selenio en plasma similares a los animales no suplementados
(P>0.05), no obstante los animales a los que se les administro el selenio organico
(Sel-Plex™) tuvieron concentraciones de selenio mayores que las de los animales
con selenito de sodio (P<0.05) aun cuando el bolo con selenito de sodio contenia
108% mas selenio que el bolo con selenio organico. Por otro lado, no hubo efecto
del selenio del bolo sobre la actividad de la enzima en plasma (P>0.05) lo que se
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atribuye a que los animales estaban en el ultimo tercio del periodo de gestacion
donde el estrés fisiologico es significativo. Finalmente, no existe correlacién
significativa entre la concentracién de selenio y la actividad de la GSH-PX, ambos
en plasma. En el caso del grupo de animales con el bolo con selenito de sodio el
valor del coeficiente de Pearson fue r= 0.014 (P>0.05) y para el grupo de animales
con el bolo con Sel-Plex™, r= -0.08(P>0.05). Segun estos resultados, la
formulacion desarrollada es adecuada para la fabricacién de bolos de liberacién
prolongada con selenio organico o selenio inorganico; el bolo administrado intra-
ruminalmente, a bovinos productores de leche, en el ultimo tercio del periodo de
gestacion, es efectivo para mantener las concentraciones de selenio en plasma en
el rango considerado como adecuado; los bolos con selenito de sodio son tan
efectivos como los bolos con selenio de levaduras para mantener las
concentraciones de selenio en plasma pero con una cantidad 108% mayor de
selenio con respecto al selenio organico; y, finalmente, no existe correlacion ente
la concentracién de selenio y la actividad de la enzima GSH-Px en plasma en
animales en el ultimo tercio del periodo de gestacion estabuladas.

Palabras clave: Selenio, levaduras, vacas lecheras, glutation peroxidasa, bolo
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Introduccién

El selenio es un elemento traza esencial para los humanos y los animales ya que
es incorporado dentro de la molécula de la enzima glutatién peroxidasa (GSH-Px) la cual
es vital para proteger a los globulos rojos y membranas celulares contra las reacciones
indeseables con perdxidos solubles que se acumulan en los tejidos. Este mineral también
previene la enfermedad del musculo blanco (distrofia muscular nutricional) y mejora el
crecimiento de los animales jovenes y el desempefio reproductivo de los animales
maduros. También, se sabe que disminuye la incidencia de mastitis y metritis en el
ganado y mejora la respuesta inmune en ovejas (Serra, 1994).

La deficiencia de este mineral ocasiona problemas de salud graves tanto en el
humano como en los animales. En las vacas lecheras la deficiencia de selenio puede
manifestarse en muerte embrionaria, neonatos débiles, disminucion de la resistencia a la
enfermedad, enfermedad de misculo blanco, alta incidencia de mastitis y retencion de
placenta asi como desoérdenes de la fertilidad. Algunas de estas enfermedades afectan al
ganado en varias regiones del centro y norte de la republica mexicana.

Las tierras deficientes en selenio, las practicas modernas de fertilizacion y la
expansion de las lluvias acidas han reducido la cantidad de selenio en los alimentos. Por
ello es necesario hacer uso de suplementos minerales que cubran los requerimientos de
los animales para un mantenimiento y produccién animal adecuados (Wyatt, 1996).

Existen diferentes maneras de suplementar selenio!, a saber: soluciones estériles
para inyeccion hipodérmica, premezclas minerales afnadidas en el alimento, adicion de
selenio al agua de beber, suplementacion de los fertilizantes antes o durante la siembra,

la preparacion de suplementos minerales en saladeros a libre acceso. Sin embargo,

! El selenio se ha administrado como selenito de sodio, selenato de calcio, selenato de bario y selenio en estado
elemental, generalmente mezclados con sales de hierro en proporcion 1:9 (Rosiles, 1998).
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siempre se busca un método que pueda dosificar con precision, reducir la frecuencia del
tratamiento y mano de obra para el manejo de los animales, que sea eficiente, que
disminuya la incidencia del trauma al animal y ademas que ofrezca disponibilidad por
periodos prolongados. Un ejemplo de esto ultimo es el empleo de bolos ruminales, de
liberacion lenta los cuales han sido utilizados en varias partes del mundo para
suplementar al ganado en pastoreo y se ha demostrado que aumentan las concentraciones
de selenio en. sangre e higado y los niveles de la glutation peroxidasa en bovinos y
borregos (Ammerman, 1995; Hidiroglou, 1987; Donald, 1993; Rosiles, 1998; Millar, 1988,;
Swecker, 1989).

En este trabajo se desarroll6 un bolo de retencion en rumen para la
suplementacion de selenio orgédnico en bovinos productores de leche. Esto debido a tres
razones principales: primero, se ha encontrado que los compuestos organicos de selenio
son mas biodisponibles que las formas inorgdnicas de selenio; segundo, las formas
farmacéuticas que se han desarrollado anteriormente son a base de selenio inorganico vy,
tercero; los productos veterinarios disponibles comercialmente, al menos en México, no

incluyen formas farmacéuticas para la administracién intraruminal del selenio organico.
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1. Generalidades

La incorporacion de los elementos minerales traza es requerida en las dietas de
todos los animales para el mantenimiento de la salud, crecimiento y un sinfin de funciones
bioguimicas vy fisiologicas. Entre estos elementos traza esenciales se encuentra el selenio.
El selenio fue descubierto en 1817 por Berzelius, en Estocolmo, Suecia, pero el significado
biolégico de este elemento no fue reconocido hasta que fue identificado como el agente
toxico asociado con la enfermedad alcalina, actualmente denominada selenosis, causada
por el consumo de plantas en los territorios de Dakota y Wyoming en los Estados Unidos ,
en 1856. En 1957, Schwartz y Foltz reportaron que el selenio era un nutriente traza
esencial, y los nutricionistas, a partir de alli iniciaron estudios extensivos para descubrir la
funcion metabdlica de este elemento y documentar las consecuencias de su deficiencia en

alimentos para animales y humanos (citado por Edens, 2002).

El selenio (Se), tiene propiedades metdlicas y no metdlicas, existe en varias formas
alotrépicas (rojo amorfo o vitreo, rojo cristalino, gris metalico y el selenio negro, que es la
variedad metalica, en estacio muy fino de subdivisién). Esta relacionado con el oxigeno, el
azufre y el telurio, con los que forma el grupo VI-A de la tabla periodica. Tiene un peso

atomico de 78.96 y nimero atomico 34.

En el orden de abundancia de los elementos, ocupa el sexagésimo noveno lugar, es
pues un elemento bastante escaso ya que su contenido en la corteza terrestre es de 0.09
partes por millén (ppm). Se encuentra en cantidades muy pequenas pero detectables en

todos los suelos, tanto forestales como agricolas.

El selenio existe en varios estados de oxidacion de significancia bioldgica:
seleniuro (Se-2), selenio elemental (Se%), selenito (Se+4) y selenato (Se+¢). Cabe mencionar
que las formas de selenio utilizadas en los suplementos alimenticios estan principalmente

en los estados mas elevados de oxidacion, mientras que las formas quimicas de selenio
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presentes en plantas y de importancia en nutricion y bioquimica contienen selenio en
forma reducida (Anzola, 2001; Combs, 1986).

Los complejos de selenio organico y los aminoacidos que contienen selenio son
considerados los mas biodisponibles2. El selenio en las levaduras estd generalmente en
forma de selenometionina, donde el selenio reemplaza al azufre en la molécula de

metionina (Combs, 1986)

2. Funciones del selenio

2.1. Antecedentes

El selenio es un nutriente esencial pero también téxico que se encuentra en forma
organica e inorganica.

Su funcién fisiol.c')gica se descubrié en 1973. Dichas funciones biolégicas estin
mediadas a través de al menos 13 selenoproteinas3 como selenocisteina (Se-cyst). La
sintesis enddgena de este aminoacido a partir del selenio inorganico (selenuro, Se-2?) y
serina esta codificada por un codén de terminacion UGA en mRNA e involucra un tRNA
anico.

La analogia quimica entre el azufre y el selenio es de gran importancia desde el
punto de vista biolégico, ya que el selenio puede reemplazar al azufre en los aminoacidos,
glucésidos, glutation, tiamina y otros compuestos a los que da caracter téxico. Un
ejemplo de ello es la sustitucion del azufre por selenio en la metionina para formar un
analogo, selenometionina (Se-met), que es la principal forma de selenio encontrada en los

alimentos. Los animales no pueden sintetizar Se-met o distinguirla de la metionina y por

2 La biodisponibilidad del selenio a partir de la selenometionina es mayor al 90% (Swanson et al., 1991)
3 Una selenoproteina es una proteina que contiene selenio en cantidades estequiométricas.




Cuadro 1. Formas quimicas del selenio (adaptado de Combs and Combs, 1986)

COMPUESTOS DE SELENIO DE IMPORTANCIA EN NUTRICION

ESTADO DE OXIDACION EJEMPLO
MAS REDUCIDO SE_2 SELENOMEFIONIN_A
SELENUROS SELENOCISTEINA
Se’ SELENIO AMORFO
SELENIO SELENIO ROJO
ELEMENTAL SELENIO GRIS
Se™ Na,SeO,
N SELENITO SELENITO DE SODIO
MAS OXIDADO se™ Na,SeO,

SELENATO SELENATO DE SODIO

O21BOTL OTHEW
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ello es incorporada de manera no especifica en una amplia variedad de proteinas que
contienen selenio. Hudman y Glenn (1984) encontraron que Selenomonas ruminantium,
un microorganismo ruminal, tiene la capacidad de incorporar selenito-75[Se] dentro de los
aminoacidos azufrados en lugar del azufre. Posiblemente este Selenio esté ligado
fuertemente ya que no es completamente disponible para el animal. Ademas, S.
ruminantium tiene la capacidad para reducir el selenito a selenio rojo elemental, el cual no

puede ser utilizado por el rumiante.

Se ha estimado que hay entre 50 y 100 diferentes selenoproteinas en el cuerpo
humano, incluyendo las que forman parte del musculo cardiaco, eritrocitos y esperma. A
la fecha, se han caracterizado 14 selenoproteinas en mamiferos y que estan asociadas con
particulares actividades bioquimicas y fisiologicas: 4 glutation peroxidasas (citosolica,
gastrointestinal, extracelular o plasmatica e hidroperéxido fosfolipido), selenoproteina P,
selenoproteina W, 3 iodotironina deiodinasas (Tipo |, Tipo Il y Tipo lll), 2 tioredoxina
reductasas (citosolica y mitocondrial), selenoproteina de la capsula mitocondrial de los
espermatozoides de mamiferos la cual podria tener una funcién estructural y una
isoforma de la selenofosfato sintetasa que participa en el metabolismo del selenio. Asi, las
funciones biolégicas conocidas del selenio incluyen, defensa contra el dafo oxidativo,
regulacién de las hormonas tiroideas y regulacion del estado redox de la vitamina C vy

otras moléculas (Daniels, 1996; Levander, 1986; Anzola, 2001).

2.2. Actividad antioxidante

La oxidacién durante el metabolismo normal celular lleva a la formacion de
radicales libres, como los que derivan del oxigeno molecular. El cobre y el hierro
proporcionan electrones al oxigeno molecular, produciendo mas de una especie de

radicales con diversas reactividades; el radical hidroxilo es una de las especies mas
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reactivas (Fig. 1). Los radicales libres dafian las estructuras celulares y en consecuencia,
interfieren con las funciones de las enzimas y otras macromoléculas. El dafio en los lipidos
de la membrana forma poros en ésta, permitiendo que algunas sustancias, como el Ca?+,

difundan hacia el medio intracelular.

Las células animales y humanas han desarrollado ciertos mecanismos de defensa
que les proporcionen proteccién contra el dafio oxidativo inducido por los radicales libres.
Ciertos agentes (selenio, vitamina E, C y p-caroteno) pueden eliminar los radicales libres;
ciertas enzimas son capaces de inactivar a los radicales libres. Ejemplos representativos
son: superoxido dismutasa, que esta presente en la mitocondria; la glutation peroxidasa
(GSH-Px) que es una enzima que contiene selenio y cataliza la degradacién de perdxidos
de hidrégeno y perdxidos lipidos; y, la catalasa que es una enzima que contiene hierro y

se ha encontrado en los peroxisomas (Combs, 1986; El-Bayoumy, 2001).

C02+
Y

/"" MEMBRANA CELULAR N

,"/ CITOSOL Dano celular

: Oxidacion de lipidos de membrana L =
i Oxidacién de lipidos del citosol < I, =+ pad!:L

Y

|
' 0,— 0; — O,”— HO, — H,0,

(Superoxido) (Peroxido) (Peroxido de hidrégeno)
: o !
.. Superoxido w2 7 / :
. +2H'l dismutasa Catalasa / / +2H
; I (zn, Mn) (Fe) / /  GSH-Px
i | /! (Se)
B ¥ v v
|
\ 02 + H202 _ GSH-Px _(:lt_osojca_> Hzo ;
~ _/

Fig. 1. Funcién antioxidante del selenio (Combs, 1986).
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Como se mencion6 anteriormente, el selenio forma parte de una enzima, la GSH-
Px, en la cual se encuentra en forma de selenocisteina. Esta enzima se reconoce
generalmente por su funcién antioxidante. Hay diferentes formas de esta enzima, las
cuales funcionan en diferentes sitios (citosélica, plasmatica, intestinal, pulmonar e
hidroperoxido fosfolipido), cada una quizd con especificidad al sistema antioxidante
necesitado por este tejido. El hidroperdxido fosfolipido GSH-Px parece estar involucrado
en la actividad antioxidante a nivel de la membrana celular, mientras que la GSH-Px
citoplasmatica se asocia con actividad antioxidante dentro del citoplasma celular. La
distribucion de los tipos GSH-Px difiere por tejido y por especie, consecuentemente los
signos clinicos de deficiencia de las especies animales podrian reflejar diferentes
distribuciones de los sistemas antioxidantes GSH-Px en estas especies (citado por

Valladares, 2001).

La GSH-Px asegura la destruccion del peréxido de hidrogeno que se forma en las
reacciones oxidativas respiratorias y que es téxico. Sin tal eliminacion, las células
musculares, pancreaticas y hepaticas y los eritrocitos de la sangre serian destruidos con

rapidez. Esta accion protectora explica los signos de la carencia de selenio.

En los eritrocitos se encuentra la mayor cantidad de GSH-Px, lo cual depende de la
utilizacion del selenio; del curso de su desarrollo, velocidad de eritropoyesis vy

desaparicion de éstas células.

El selenio es un antioxidante como la vitamina E la cual previene la formacion de
peréxidos grasos por secuestro de radicales libres antes de que ellos inicien la
peroxidacion grasa. En tanto que la vitamina E es liposoluble, lo cual limita y hace mas
lenta su accién, el selenio es soluble en agua y, como consecuencia, por lo menos mil

veces mas activo que la vitamina E (Passwater, 1999; Valladares, 2001).
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2.3. Sistema inmune

El selenio es importante para mantener la resistencia a la enfermedad. Las
relaciones conocidas entre el selenio y la funcién inmune incluyen la efectividad de las
células fagociticas para “matar” a los microorganismos patégenos (inmunidad no

especifica), niveles de IgG en el calostro (inmunidad humoral) y la funcién de las células T

(inmunidad celular).

El reporte de varios estudios indica que la deficiencia de selenio puede ser
responsable de alterar la respuesta inmune, reduciendo la capacidad de los animales para
responder ante desafios antigénicos, por el efecto depresivo en la sintesis de anticuerpos

neutralizantes (Swecker, 1995; Awadeh, 1998; _ Valladares, 2001)

Cuando existe deficiencia de selenio, los niveles plasmaticos de los perdxidos se
incrementan rapidamente, causando dafio en los endotelios capilares, eritrocitos y células
plasmaticas modificando el estado homeostatico celular al dafar la actividad metabdlica
de la membrana, lo que se relaciona con la reduccion de titulos de anticuerpos, reflejando
una inmunosupresion; asi, la deficiencia de selenio reduce significativamente la respuesta

inmune humoral y la funcién inmune no especifica.

La deficiencia de selenio y vitamina E, predispone una baja actividad de la GSH-Px,
por lo tanto, una disminucién en la concentraciéon de inmunoglobulinas, baja actividad
fagocitaria y mayor destruccion de los macréfagos. (Swecker, 1995; Awadeh, 1998;

Valladares, 2001)

Boyne y Arthur (1986) reportaron que los neutréfilos de becerros con deficiencia
de selenio tenian una menor capacidad para “matar” a Candida albicans comparada con
los neutrofilos de animales suplementados con selenio. Los autores indican que la
disminucién en la efectividad de los neutréfilos esta relacionada con la actividad reducida

de la GSH-Px resultado de la deficiencia de selenio.
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2.4. Hormonas

Se han identificado tres selenoproteinas (iodotironina deiodinasas) que regulan la
conversion de tiroxina (T4) a la forma activa T3 (3,3’,5-triiodotironina) o a la forma
inactiva rT3 (triiodotironina inversa). La deiodinasa tipo | (IDI) estd expresada en el higado,
rindn, cerebro, pituitaria y tejido adiposo café de los rumiantes. La deiodinasa tipo Il (IDII)
se encuentra en el cerebro y pituitaria de todas las especies y en el tejido adiposo de
humanos. La deiodinasa tipo Il (IDIl) cataliza la conversién de T4 a T3 dentro de los tejidos
que no pueden utilizar la T3 circulante. La deiodinasa tipo Il (IDIll) convierte T4 a rT3 y T3
a diiodotironina, se encuentra en el cerebro, piel y placenta. El papel del selenio en las
iodotironina deiodinasas implica que algunas consecuencias de la deficiencia de selenio se

atribuyan directamente a trastornos en el metabolismo de las hormonas tiroideas.

En la deficiencia de selenio, la estimulaciéon de la hormona plasmatica tiroidea
(TSH) y los niveles de T4 se encontraron aumentados, mientras que la T3 plasmatica
disminuy6 su concentracion. La actividad reducida de la hormona tiroidea explica el por
qué los animales deficientes de selenio crecen mas lentamente (Anzola, 2001; Arthur,

1993).

Los animales adultos se adaptan a las bajas temperaturas gracias a la produccion
de calor estimulada por la tiroides. Esto tiene especial importancia para los terneros y
corderos que nacen en los climas frios. En estos animales el calor metabdlico generado
en el tejido adiposo café es la principal defensa contra el enfriamiento del cuerpo después
del nacimiento y ayuda a los neonatos a sobrevivir durante las primeras semanas de vida.
El tejido adiposo café, bajo la influencia de la T3 producida localmente incrementa la
producciéon de una proteina no acoplada esencial para la termogénesis. Una disminucion
en la actividad de IDI reducird los niveles de T3, limita la produccién de calor y hace a los

terneros y corderos susceptibles al estrés por frio. (Bligh, 1984; Arthur, 1993)

10
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3. Fisiologia y metabolismo del selenio
3.1. Absorcion

La literatura sobre la eficiencia de la absorcion de selenio no es muy extensa para
el caso de los rumiantes. La extrapolaciéon de datos obtenidos de no rumiantes debe
hacerse con precaucion debido al extenso metabolismo ruminal del selenio. La
digestibilidad aparente del selenio en forrajes y concentrados esta entre el 30 y el 60%
para ovejas, cabras y vacas lecheras no lactantes. Datos limitados sugieren que la
digestibilidad verdadera del selenio a partir de los alimentos estd entre 40 y 65% para
rumiantes. El selenio del selenito de sodio, selenato de sodio y selenio de levaduras tienen
digestibilidades aparentes para rumiantes en el rango del 40 al 50%, pero en otro estudio
realizado se encontrd que la digestibilidad aparente del selenio a partir del selenito de

sodio administrado a vacas lecheras, fue menor al 4%.

La absorcion de selenio es significativamente mas baja en rumiantes que en
animales monogastricos (del 29 al 35% en rumiantes y del 77 al 85% en monogastricos
cuando es administrado como selenito por via oral). El principal sitio de absorcion de
selenio es en el duodeno. No se absorbe en el rumen o abomaso de las ovejas ni en el
estomago del cerdo. La cantidad absorbida depende de la forma quimica en la cual es
ingerido el selenio. La diferencia de absorcién es debida a la mayor pérdida del elemento
ocasionada por los microorganismos del rumen, que convierten una porcion del selenio en
formas insolubles (selenio elemental y seleniuros) y otra porcién la incorporan a sus
proteinas para la formacion de algunos selenoaminoacidos como selenometionina y
selenocistina (Harrison and Conrad, 1984a; Harrison and Conrad, 1984b; Hansard, 1983;

Langlands, 1986; Combs et al., 1987).

11
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3. 2. Transporte, distribucion y almacenamiento

El transporte del selenito en bovinos involucra grupos sulfidrilo y el enlace del
selenito a las proteinas del plasma depende de la presencia de los eritrocitos. El enlace del
selenio a las proteinas del plasma no es energia-dependiente y no requiere sintesis de
proteinas (Porter et al., 1979). Segin los resultados obtenidos por Symonds et al (1981),
el higado de los bovinos remueve rapidamente aproximadamente el 40% del Na;755e0; a
partir del plasma, éste se enlaza a componentes del plasma y una hora después de la

inyeccion es liberado a la circulacién.

La selenometionina es transportada activamente por el mismo sistema de
transporte de la metionina, como podria esperarse debido a que el selenio y el azufre son
virtualmente idénticos en cuanto a radio covalente se refiere, asi que estas especies no
pueden ser distinguidas por las enzimas participantes. De igual manera, el selenato se
absorbe activamente y depende del gradiente de sodio mantenido por la bomba Na+K+-
ATPasa. En contraste, la selenocisteina y el selenito no son transportados activamente y su
absorcion no esta inhibida por el correspondiente andlogo azufrado.

En resumen, se sabe muy poco acerca de los mecanismos de transporte especificos
para selenio involucrados en la absorcion de la selenocisteina y del selenito en el
intestino, pero es claro que la forma de selenio en la dieta tiene un impacto minimo sobre
la absorcion de selenio bajo condiciones normales.

El selenio se incorpora a las células rojas sanguineas4, leucocitos, mioglobina,
nucleoproteinas, miosina y varias enzimas, que incluyen el citocromo ¢ y la aldolasa.

Asimismo, el selenio también penetra a todos los tejidos donde se almacena

4 Cerca del 70% del selenio en la sangre completa esta en los eritrocitos. En ganado, cerca de una tercera parte
del selenio en los eritrocitos esta en forma de GSH-Px vy el resto, enlazado a la hemoglobina. (Kincaid, 1995).

12



MARCO TEORICO

principalmente como selenometionina’ y selenocistina (Sunde, 1997; De Blas, 1986;
Church, 1992).

La transferencia placentaria de selenio es muy amplia en todas las especies, lo que
se demostré al prevenir la distrofia muscular en los corderos y en los terneros al
suministrarle selenio a la madre prefiada y a través de estudios de rastreo radioactivo. La
selenometionina se transfiere mucho mas facilmente al feto que el selenio inorgénico.

La distribucion del selenio en varios tejidos animales ha sido reportada por varios
investigadores. Con la dosis de selenio requerida en la dieta, los rifones contienen la mas
alta concentracion de selenio, seguidos por el higado y otros tejidos glandulares tales
como el bazo y el pancreas. Los tejidos intestinales y pulmonares tienen concentraciones
relativamente elevadas. El musculo cardiaco contiene apreciablemente mas selenio que el
muasculo esquelético. La lana y el pelo podrian tener concentraciones relativamente
elevadas, pero el tejido nervioso tiene bajas concentraciones (Sunde, 1997; De Blas, 1986;

Church, 1992).

3.3. Excrecion

El selenio tisular es relativamente labil tal como se demuestra por su pérdida
rapida de los tejidos animales alimentados con dietas bajas en selenio después de

consumir dietas ricas en ese mineral. Las pérdidas se efectian a través de los pulmoness,

5 Los productos ricos en selenometionina tienen la ventaja de servir como “reservorios” de selenio en
comparacion con las fuentes inorganicas de selenio que son rapidamente eliminadas del organismo, de ahi que,
en el caso del selenio organico de levaduras, éste sea retenido mas efectivamente en el masculo, leche y tejidos
fetales, que el selenio inorgdnico. Las reservas de selenio son necesarias para mantener los niveles adecuados de
las selenoproteinas que estan involucradas en el metabolismo, la salud y la fertilidad (Power, 2000).

6 La eliminacion del selenio por los pulmones solo ocurre en los casos de toxicidad. La forma quimica de selenio
que se excreta por los pulmones es el dimetilselenuro (Jackson, 1987).

13
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heces? y orina®. La velocidad de excrecion asi como las cantidades relativas que pueden
excretarse por cada via dependen de la via de administracién, la dosis, los niveles
tisulares y la especie animal.

En las ovejas, el selenio inyectado se excreta principalmente por la orina en una
proporcién equitativa a la administrada; la pérdida fecal es pequefa y es constante con el
nivel de la dosificacion; el selenio respiratorio es similar a la pérdida fecal a bajos niveles
de administraciéon, pero aumenta con el nivel de dosificacion y excede a las pérdidas
fecales varias veces con niveles elevados de dosificacion.

El selenio que se administra por via oral se excreta por las heces en mayor
cantidad con bajos niveles de consumo. A medida que el consumo aumenta, las pérdidas
fecales permanecen relativamente estables y el selenio respiratorio aumenta en forma
constante; la pérdida urinaria aumenta con niveles moderados de complementacion y
luego desciende.

Las pérdidas fecales indican principalmente el selenio que no se absorbe pero
también que se excreta a través de la bilis, del conducto pancredtico y de las células
mucosas intestinales. Se sabe que el arsénico reduce la absorcion del selenio en el aparato
digestivo, también aumenta la excrecién del selenio biliar y urinario cuando se inyecta

arsénico (Hill, 1987; Korening, 1991).

7 El selenio excretado en heces por los rumiantes es insoluble, como selenio elemental o selenio reciclado en
tracto gastrointestinal que no fue absorbido, resultando pequefias cantidades disponibles para el consumo de las
plantas.

8 E| selenio se elimina por orina en animales monogastricos cuando se administra por via oral o parenteral y en
rumiantes la mayor parte se excreta en heces y una pequena cantidad en orina cuando es administrado por via
oral. La forma quimica de selenio que se excreta en la orina es el ion trimetilselenuro (Sunde, 1997; Jackson,
1987).

14
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3.4. Rutas propuestas para el metabolismo del selenio

El azufre y el selenio tienen una quimica muy similar en relacion a su radio
covalente y la capacidad que presentan para utilizar enlaces multiples dr-pr. El bajo
potencial de reduccion del azufre con respecto al selenio hacen que éste Gltimo tienda a
ser reducido mientras que el azufre tiende a ser oxidado. Las rutas metabdlicas

especificas del selenio se muestran en la Figura 2 (Sunde, 1997).
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Fig. 2. Rutas metabolicas del selenio (Sunde, 1997).
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1. Reduccion del selenato a selenito, involucra los intermediarios activados APSe o

PAPSe

2. Reduccién no enzimatica del selenito

3. Reduccidn catalizada por la glutation reductasa

4. Selenofosfato sintetasa o el gen SELD

5. Seril-RNA; sintetasa

6. Selenocisteina sintetasa o el gen SELA

7. Insercion traduccional de selenocisteina, mediada por RNAsec y el gen SELB a una
posicion especificada por el codén UGA

8. Transmetilacion que resulta en la formacién de Se-adenosil homocisteina (SeAH)

9. Cistationina-p-sintetasa

10. Cistationina-y-liasa

11.Selenocisteina ligasa

12. Reduccién no enzimatica via GSH

13. Transaminacion que lleva a la formacion de metano selenol

14.S-Metiltransferasa

15. Tioéter-S-metiltransferasa

16. Enlace hipotético del seleniuro a proteinas

17. Acilacion de la selenometionina de RNAMet seguida por su incorporaciéon en
posiciones especificadas por un codén UGA

18. Incorporacion de selenocisteina dentro de RNACis sequida por su incorporacion en

lugar de cisteina en codones UGU y UGC.

En resumen, la selenocisteina es sintetizada por un RNA; especificamente cargado
(SelC) via un selenofosfato rico en energia. La formaciéon de un compuesto selenofosfato

labil esta catalizada por una selenofosfato sintetasa (SelD). Se conocen dos formas de SelD

16
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en mamiferos: una de ellas es una selenoproteina cuya actividad y expresidon estan
directamente bajo control de la disponibilidad de selenio. La incorporacién de la
selenocisteina dentro de las proteinas esta catalizada por selenocisteina-RNA-sintetasa
(SelA) para “apagar” a los codones UGA?, donde el selenocisteina-RNAtser se9 actila como
un supresor de RNA's de transferencia. Sin embargo, para prevenir la terminacion
prematura en los codones UGA por la liberacion de factores de elongacion seleno
especificos SelB se requiere en su lugar factores de elongacion convencionales. SelB sdlo
ayuda en la incorporacién de selenocisteina si en el contexto del codén UGA esta presente
un elemento Secis en la estructura secundaria del RNA,. Mientras que en procariotas esta
estructura se localiza inmediatamente adyacente en la posicion 3'- del codén UGA, este
elemento podria tomar la posicion de varios cientos de pares de bases alejado hacia abajo
en la posicién 3'-UTR del RNA, en eucariotas. El homologo SelB en eucariotas no ha sido
bien identificado atn, mientras que los otros factores (SelA, SelB, SelD) y su modo de
accién son muy similares a los de procariotas. Este complejo sistema de sintesis de
selenocisteina y su incorporacion post-traduccional dentro de proteinas especificas indica
un papel limitado del selenio en estas proteinas y sistemas enzimaticos pero proporciona
una via para el control de la expresion genética y funcion de este subgrupo de proteinas

(Kohrle, 1999).

3.5. Factores que influyen sobre el metabolismo del selenio

Existen diversos factores que influyen en el metabolismo del selenio. Algunos de
éstos factores son: la forma quimica del selenio, azufre, arsénico, microorganismos,

vitamina E y la ingestion previa de selenio.

9 Los codones UGA normalmente terminan el proceso de traduccion.
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Microorganismos del rumen

Los microorganismos del rumen probablemente son los responsables de la
absorcion de selenio en rumiantes. Un gran porcentaje del selenio inorgéanico de la dieta
es reducido a formas insolubles por estos microorganismos y una dieta elevada en

carbohidratos favorece esta conversiéon mas que una dieta alta en forrajes (Whanger et

al., 1968).

El selenio es reducido por los microorganismos ruminales durante el proceso de
fermentacion. Muchos reportes indican que los microorganismos ruminales son capaces
de incorporar selenio dentro de sus células durante el crecimiento y también convierten el
selenio a formas no disponibles como parte de un mecanismo de detoxificacién. En un
experimento in vitro, Serra y colaboradores (1997) encontraron que mas del 40% del
selenio es convertido a selenio insoluble cuando los microorganismos ruminales se

incuban con selenito.

Aunque los microorganismos convierten una porcion del selenio a formas
insolubles, también lo incorporan dentro de las proteinas. Se ha demostrado que la
selenometionina es incorporada dentro de las proteinas bacterianas cuando el fluido
ruminal se ha incubado in vitro con este compuesto. Hidiroglou y colaboradores (1968)
caracterizaron los compuestos que contenian selenio marcado radioactivamente (755e) en
los microorganismos del rumen lo que revelé la presencia de 75Se-selenometionina
después de la incubacién con 75Se-selenito in vitro. Esto indica que los microorganismos
del rumen tienen la capacida'ld de convertir el selenio inorganico a compuestos organicos

de selenio asi como incorporar a éstos Ultimos dentro de las proteinas bacterianas

(Paulson et al., 1968)
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Influencia del azufre

Los analogos azufrados de los compuestos de selenio tienen una gran influencia
sobre el metabolismo del selenio. Aunque se ha mencionado que el azufre se relaciona
con problemas de deficiencia de selenio, no hay reportes consistentes al respecto. Paulson
et al (1966) encontr6 que hay poca diferencia en la captacion de selenio en los tejidos
cuando las ovejas lactantes son alimentadas con dietas que contienen entre 0.28 y 0.62%

de azufre, cuando era dosificado intraruminalmente con selenato-Se7s.

Influencia del arsénico

Varias formas quimicas de arsénico incluyendo algunos arsenicales organicos, son
efectivos contra la intoxicacion por selenio. Esto fue elucidado a partir de datos que
mostraron que el arsénico aumenta la excrecion biliar de selenio, lo que resulta en bajas
concentraciones del mineral en los tejidos (Levander, 1977). En la situacion contraria,
también se ha demostrado que el selenio incrementa la excrecion biliar de arsénico. Sin

embargo, el arsénico no puede llevar a cabo las funciones metabdlicas del selenio.

Ingestién previa de selenio

La incorporaciéon del selenio en las células bacterianas es muy rapida y éste es
enlazado a las proteinas bacterianas una hora después de su administracion. La amplia
variacion del contenido de selenio en los microorganismos ruminales es inversamente

proporcional a la ingestion previa de Selenio por el animal.
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De acuerdo a Mc Dowell (1992) el rifién y el higado son los indicadores mas
sensibles del estado de selenio en el animal, mientras que el selenio y glutation
peroxidasa (GSH-Px) de la sangre son usados a menudo para propdsitos de diagndstico.
Las concentraciones de selenio en plasma o suero reflejan mas exactamente los niveles
reales de suplementacion y son mas sensibles a los cambios en la suplementacion a
diferencia de la concentracion de selenio en la sangre completa. Esta ultima refleja la
suplementacion previa o historica debido a que el selenio (en GSH-PX) es incorporado

dentro de los eritrocitos durante su formacion.

Efectos de la Vitamina E

Aunque se ha establecido que existe relacion metabdlica entre el selenio y la
vitamina E (Hoekstra, 1975), niveles moderados de vitamina E no afectan el metabolismo
del selenio. Sin embargo, dosis masivas de vitamina E aparentemente disminuyen la
volatilizacion de selenio en ratas e incrementa la retencion de selenio en el higado y la
canal. Ademas, aparentemente, el estatus de vitamina E del animal afecta el estado de

oxidacion del selenio en los tejidos (Diplock et al, 1973)

4. Disponibilidad del selenio

4.1. Concentraciones de selenio en suelo
A nivel mundial se pueden encontrar suelos con alto o escaso contenido de
selenio, esto provoca que los animales que habitan en estas regiones tengan un

suministro variable y presenten enfermedades por carencia 0 por exceso.
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El selenio esta amplia pero variablemente distribuido en la corteza de la tierra, con
una abundancia promedio de cerca de 0.4 ppm. La concentracién de selenio en la mayoria
de los suelos oscila entre 0.1 y 2 ppm. La mayoria de los suelos seleniferos contienen en
promedio no mas de 2 ppm con caracteristicas de ser neutros o alcalinos y con frecuencia
contienen carbonato de calcio o sulfato de calcio libres. Los suelos seleniferos altamente
toxicos son alcalinos y se encuentran en regiones de bajas precipitaciones pluviales.
Suelos seleniferos no téxicos se encuentran en Hawai y Puerto Rico, son acidos (pH 4.5 a
6.5), en ellos el selenio estd unido a hierro y aluminio y se desarrollan bajo condiciones de
humedad. Los suelos pobres en selenio se encuentran en el noroeste del Pacifico,
Canada, nordeste de los Estados Unidos, litoral del Atlantico Sur y una regién de la
frontera entre Arizona y Nuevo México. En suelos alcalinos, bien aereados, el selenio
tiende a formar selenatos bastante disponibles para las plantas y podrian llegar a
concentraciones toxicas.

Los pocos estudios en la Republica Mexicana revelan que la zona Norte-Centro es
selenifera (Sanchez, 1978) y que del Altiplano hacia la costa existe poca concentracion de
selenio en el suelo (Strouth, 1985; Ordéiiez et al., 1990).

Si el contenido de selenio en el suelo es alto, es factible que las plantas tiendan a |
tener un contenido elevado y por lo tanto ser tdxicas. Pero también existen suelos
seleniferos no toxicos donde el contenido de selenio es alto pero poco disponible para las
plantas.

Cuando el selenio pasa del suelo a las plantas en crecimiento, se incorpora en
componentes organicos, principalmente selenoproteinas con abundante selenometionina.

El contenido normal de selenio en plantas varia entre 0.01 y 1.0 mg/Kg de materia
seca. Sin embargo, la concentracién es ampliamente variable y algunas plantas alcanzan
niveles de hasta 14,999 mg/Kg de materia seca (Marschner, 1986).La mayor parte del
selenio en plantas no acumuladoras del mineral estd en forma de selenometionina.

Reportes en la literatura sugieren que al menos el 50% del selenio en el trigo y mas del
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70% en la alfalfa estad presente como selenometionina. En plantas acumuladoras de
selenio, éste se encuentra como un producto de detoxificacion andlogo a los
intermediarios en el metabolismo de los aminoacidos azufrados, tales como
selenocistationina y metilselenocisteina (Rosemary, 1990; London, 1991; NRC, 1983;

Fassbender y Bornemiza, 1987; Sarkar, 1992; Sunde, 1997).

4.2. Compuestos de selenio

El selenio en los suelos esta presente como seleniuros, selenio elemental, selenito,
selenato y compuestos de selenio orgénico (liberado por la descomposicion de plantas
seleniferas). Estas formas quimicas estan estrechamente relacionadas con el potencial de
6xido-reduccion, pH y solubilidad del elemento (Wild, 1988; Rosemary, 1990).

El selenio elemental en suelos acidos y neutros es oxidado a selenitos que
reaccionan con oOxidos de hidrégeno para formar complejos de baja solubilidad no
disponible para las plantas y, en caso de encontrarse termodinamicamente estable puede
ser formado el complejo hidroxido de selenito férrico. Pero el incremento del pH a 8
ocasiona la descomposicion del complejo mencionado, iniciando lentamente la tasa de
transformacion de selenito a selenato facilitando el consumo de selenio por las plantas

(Kabata-Pendias y Pendias, 1992).
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Fig. 3. Compuestos organicos de selenio (Brody, 1994; Goessler, 1997).

5. Valores de referencia

En la siguiente tabla se presentan algunos rangos “esperados” o de “referencia”

para selenio en suero sanguineo de varias especies animales a partir del nacimiento y

hasta la edad adulta. Estos rangos fueron obtenidos de la base de datos del Laboratorio

de Diagnostico de Salud Animal de la Universidad de Michigan, en Estados Unidos, para

ayudar a interpretar el estatus de selenio del ganado. Hay un aparente incremento gradual

con la edad en las concentraciones de selenio en el suero en todas las especies

observadas. Por lo anterior, es muy importante conocer la edad de la especie animal en

estudio antes de interpretar los resultados (Stowe and Herdt, 1992)
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Tabla 1. Concentraciones esperadas de selenio en el suero sanguineo segun el
Laboratorio de Diagnéstico de Salud Animal de la Universidad de Michigan, USA
(tomada de Stowe y Herdt, 1992).

ESPECIES
EDAD BOVINOS EQUINOS CERDOS OVINOS

(DIAS) ng/mL
<1 50 - 70 70 - 90 70 - 90 50 - 80
1-9 50 - 70 70 - 90 70 - 120 60 - 90
10 - 29 55~ 75 80 - 100 70 - 120 70 - 100
30 - 70 60 - 80 90 - 110 100 - 160 80-110
71 - 180 60 - 80 90-110 140 - 190 80-110
181 - 300 60 - 80 90-110 180 - 220 80-110
301 - 700 65 - 90 100 - 130 180 - 220 90 - 120
> 700 70 - 100 130 - 160 180 - 220 120 - 160

Varios investigadores han sugerido que una concentracion de selenio de al menos
100 ng/mL de sangre completa esta asociada con una Optima respuesta inmune y
fertilidad. Pehrson et al. (1999) realiz6 un estudio donde compard la concentracion de
selenio en sangre de becerros suplementados con selenio inorganico (selenito) y con
selenio organico de levaduras. Diez de los once becerros tuvieron concentraciones de
selenio en sangre menores a 100 ng/mL en el grupo al que se le administrd la levadura.
Para el grupo con selenito, siete de nueve becerros tuvieron concentraciones de selenio

menores a 100 ng/mL y dos becerros de nueve concentraciones menores a 50 ng/mL.
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6. Intoxicaciéon por selenio (selenosis)

La intoxicacion por selenio (selenosis, “vértigo ciego” o “enfermedad del alcali”)

tiene importancia considerable en Estados Unidos, Canada e Irlanda.

Las plantas acumuladoras'?, ademas de ser responsables directas de intoxicacion,
también pueden tomar del suelo el selenio en una forma no utilizable por las plantas no
acumuladoras'!' y convertirlo en otra forma que pueda ser absorbida por éstas Gltimas.
Esto puede determinar niveles peligrosos de selenio en los cereales y en otras plantas
comestibles. Las concentraciones superiores a 5 ppm se consideran poteﬁcialmente
toxicas para animales de pastoreo. Las plantas que contienen cantidades elevadas de
selenio normalmente son poco apetecibles y las consumen sglo si no disponen de otro

forraje (Humphreys, 1988).

La dosis letal minima de selenio en forma de selenito sédico es de 3.3 ppm para el
caballo, 10 ppm para la vaca y 17 ppm para el cerdo. Los compuestos organicos de
selenio que se encuentran en las plantas seleniferas son unas dos veces mas toxicos que
los seleniuros y selenitos y las dosis criticas son de 3-5 ppm en bovinos. El selenio
interacciona con el arsénico, en el sentido que este (ltimo aminora la toxicidad o acentua
la deficiencia del selenio. También se ha relacionado con cobre, zinc, plata y mercurio

(NRC, 1980; Humphreys, 1988; Shimada, 1983).

10 Las plantas acumuladoras pueden ser de dos tipos: acumuladoras obligatorias (plantas indicadoras) y
acumuladoras facultativas (absorbentes secundarias). Las primeras necesitan selenio para su desarrollo y crecen
solo en areas en las que existe selenio en el suelo. Pueden contener 1000-15000 ppm de selenio. Ejemplos de
éstas son: Astragalus, Oonopsis spp., Xylorrhiza spp. Las segundas, pueden crecer en ausencia de selenio, pero,
si existe en el suelo, pueden acumularlo en grandes cantidades (Humphreys, 1988).

"I Las plantas no acumuladoras si crecen en terrenos ricos en selenio, algunas de ellas pueden contener
cantidades perjudiciales de selenio mientras que otras no pueden tolerarlo y detienen su crecimiento o mueren
(Humphreys, 1988).
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Los animales son habiles para excretar niveles toxicos de selenio cuando éste se
encuentra en exceso en los alimentos. Niveles muy altos de este elemento tienen
probados efectos téxicos para los animales. Por ejemplo, selenito de sodio dado a cerdas
en dosis de 50 veces superior a los niveles usuales de suplementacién (10 mg de
selenio/kg dietario) resultaron en crecimiento pobre y al mismo tiempo mayor mortalidad
de lechones y los sobrevivientes pequefios y débiles.

Los mecanismos bioquimicos de una selenosis siguen siendo oscuros. Es probable
que el selenio ejerza su efecto toxico mediante inhibicion enzimatica de los sistemas de
oxido-reducciéon del organismo. Cuando el selenio se administra en forma de selenato,
entra al organismo y se reduce a selenito; asi es llevado por la corriente sanguinea al
higado y al bazo en donde es reducido a selenio elemental, por la glucosa. El selenio
elemental no es téxico. Cuando el organismo no puede reducir el selenito por deficiencia
de glucosa o exceso de él, se produce el ataque a las células destruyéndolas. El selenito

inhibe aparentemente algunos sistemas enzimaticos.

6.1. Formas de intoxicacion por selenio

Se admiten tres formas de intoxicacion por selenio: aguda, subaguda o “vértigo

ciego” y cronica o “enfermedad del alcali”.

Intoxicacidon aguda por selenio

La intoxicacién aguda por selenio se produce principalmente en bévidos y ovidos
por ingestion de suficiente cantidad de plantas seleniferas, generalmente de una vez,

como para que se produzcan sintomas toxicos muy graves. La muerte puede ocurrir desde

pocas horas a algunos dias después.
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Los sintomas incluyen ataxia, fiebre, pulso rapido y débil, meteorismo, célico,
poliuria, dificultad respiratoria, espuma sanguinolenta en nariz y boca, diarrea obscura,

postracion, letargo y falla respiratoria.

Los hallazgos post-mortem caracteristicos son: hemorragias generalizadas,

ascitis'?2 y atonia de la musculatura lisa (Humphreys, 1988; Shimada 1983).

Intoxicacion subaguda por selenio

La intoxicacién subaguda (vértigo ciego) se produce por ingestién de plantas

seleniferas y puede desarrollarse después de un periodo relativamente corto.

El animal afectado pierde peso, tiene un pelaje pobre y dspero, se aparta del
rebafio y manifiesta marcha vacilante y trastornos de la visién. Mas tarde, el animal se
mueve en circulos y manifiesta una ceguera creciente, sin evitar los obstaculos. Hay
también lagrimeo, dolor abdominal intenso, incapacidad para deglutir y, por altimo,
paralisis completa, colapso y muerte por insuficiencia respiratoria. Se afectan igualmente
los bovidos y ovidos. Los animales pueden no aparecer enfermos durante semanas o

incluso meses, ocurriendo la muerte a los pocos dias de la aparicién de los sintomas.

Las lesiones se caracterizan por degeneraciones cronicas en todos los 6rganos,
principalmente el bazo y el higado. El higado esta atrofiado, necrético y cirrético y el bazo
hipertrofiado y con zonas hemorragicas localizadas. La ascitis es casi constante y se han
descrito también congestién, hemorragia, edema vy reblandecimiento cerebrales

(Humphreys, 1998).

12 Exceso de liquido en la cavidad peritoneal causado generalmente por una enfermedad hepdtica.
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Intoxicacidn crénica por selenio

La intoxicacion cronica (enfermedad del alcali) se produce por la ingestion diaria
de cereales, hierbas y otras plantas forrajeras que contienen pequefas cantidades de
selenio. Se supone que el selenio de los piensos que producen la enfermedad del alcali se
halla ligado a las proteinas de las plantas y que es relativamente insoluble en agua, al

contrario que en las plantas indicadoras en las que es facilmente soluble.

La enfermedad del dlcali se caracteriza por el pelo aspero, embotamiento, falta de
vitalidad, crecimiento anormal y posterior pérdida de pezunas y cuernos, caida del pelo,
atrofia y cirrosis hepatica, nefritis. Aparecen anillos en las pezufias, inmediatamente
debajo de la banda coronaria; en casos graves puede aparecer una grieta, suficientemente

profunda para separar el crecimiento antiguo del nuevo.

Las lesiones son parecidas a las del vértigo ciego, siendo los hallazgos mas
importantes la atrofia del corazén y la atrofia y cirrosis del higado. También pueden

encontrarse lesiones de gastroenteritis y nefritis (Humphreys, 1988).

7. Deficiencia de selenio

Conocido originalmente como factor 3, se le asocié con problemas de intoxicacion
méas que con deficiencias; sin embargo, en los Gltimos afios se ha demostrado su
esencialidad e incluso la necesidad de su complementacion en las sales mineralizadas
para los animales.

La deficiencia de selenio provoca una disminucion en la actividad sanguinea de la

enzima antioxidante glutatién peroxidasa (GSH-Px), la cual esta relacionada con el normal
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funcionamiento del sistema inmunolégico, y del tracto reproductivo tanto en machos

como en hembras.

La deficiencia de selenio se presenta en bovinos cuando el contenido del mineral

en la racion es inferior a 0.1 ppm.

La deficiencia de selenio se ha reportado en forrajes de Veracruz (Barradas, 1980),
Hidalgo (Spross, 1982; Strouth, 1985), Texcoco e Hidalgo (Escobosa et a/, 1978), Toluca
(Diaz et al, 1994) y Tlaxcala (Ramirez, 1995). Estos problemas estan asociados a
deficiencias de Se en el suelo (Ramirez, 1995; Diaz et al, 1994). La deficiencia afecta a
caprinos en Tlaxcala (Ramirez, 1995), ovinos (Diaz et a/., 1994) y bovinos (Rosiles et al.,

1993; De Aluja, 1981).

Se ha documentado muy bien que la deficiencia el selenio conlleva a una gran

variedad de problemas médicos (Tabla 2).

Tabla 2.Enfermedades relacionadas a la deficiencia de selenio.

ENFERMEDADES ESPECIE
Necrosis hepatica Rata, conejo, cerdo, pollo
Distrofia muscular Cerdos, vacas, ovejas
Microangiopatia Cerdos
Diatesis exudativa Pollos, pavos
Fibrosis pancreatica : Pollos
Retencién placentaria Vacas
Enfermedad de Keshan Hombre
Cancer y enfermedad cardiovascular Hombre
Enfermedades relacionadas con el Todas las especies
sistema inmune
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Se conocen o sospechan, varias enfermedades en los bovinos asociadas con la
deficiencia de selenio. Estas condiciones incluyen distrofia muscular nutricional, retencion
de placenta y mastitis. Varios autores han reportado la asociacion de otras condiciones
con la deficiencia de selenio, incluyendo infertilidad, aborto, nacimiento de terneros
prematuros, débiles o muertos; ovarios cisticos, metritis, concepcion retardada, periodos
de celo erraticos, débiles o silenciosos (Waldner et al., 1998).

Generalmente, los signos de deficiencias de selenio son mas notables en las
hembras y sus crias. Debido a las demandas crecientes para el crecimiento y la
dependencia de una (nica fuente de alimento (leche), la cria probablemente sea la mas
susceptible a la deficiencia de selenio. Asi, la cria depende del contenido de selenio en la
leche de la madre del mismo modo que durante el desarrollo fetal. El contenido de selenio
en la leche esta influenciado por la ingestion de alimentos que contienen este mineral
traza (Serra et al., 1996).

Los signos de la deficiencia de selenio pueden ser de dos tipos: aquellos asociados
con la vitamina E y aquellos de tipo puro. La mayoria de los casos observados en la

practica son del primer tipo.

Los sintomas de deficiencia pura (esto es, no asociada a vitamina E) son
crecimiento pobre, fallas reproductivas, alopecia (en ratas) y degeneracién pancreatica (en

pollos) (Shimada, 1983).
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8. Métodos de suplementacion
8.1. Antecedentes

La administraciéon de medicamentos a los animales puede realizarse mediante la
dosificacion individual de un animal o basdndose en una masa a través del alimento o el
agua de beber del animal.

La forma de dosificacion consiste de un vehiculo que contiene al activo, hecho al
gusto del cliente, para un compuesto con caracteristicas fisicas y quimicas especificas. Los
animales son medicados con una variedad de formas de dosificacion (aerosoles, bolos y
tabletas, capsulas, cremas, granulos, implantes, ungiientos, pastas y geles, polvos,
soluciones, supositorios, suspensiones), y por varias rutas o vias de administracién (oral
(por boca, por tubo estomacal, intra-ruminalmente), parenteral (intravenosa, subcutanea,
intramuscular, intra-articular, intraperitoneal), tépica (efecto dérmico local, efecto
sistémico), oftalmica, rectal, vaginal, intramamaria e inhalacién).(Blodinger, 1983).

En ocasiones, la administracion de medicamentos a animales requiere de una
forma especial que se ajuste a dispositivos mecanicos de dosificacion. La liberacion del
activo en un sitio especifico puede obligar al uso de recubrimiento y/o vehiculos
especiales para promover la pronta accién o para prevenir la destruccion metabdlica
(Blodinger, 1983).

La suplementacion del elemento se puede realizar a través de compuestos
organicos como selenometionina y selenocisteina pero son costosas e inadecuadas. Las
fuentes de suplementacién inorganica resultan la mejor alternativa y se realiza por
administracion parenteral (subcutanea), oral directa (sales, pellets, capsulas) y oral
indirecta (fertilizacion de forrajes con selenio) [Ellison, 1992].

Las diferentes formas de suplementacion mencionadas presentan ventajas e
inconvenientes. En el caso de la administracion parenteral resulta el mejor método para

restaurar las concentraciones del elemento traza cuando es necesario corregir deficiencias
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severas o agudas, por ejemplo, durante la prefiez en donde la demanda de
microelementos es mayor (Clark, 1992).

Otra ventaja de la ruta parenteral es que se conoce la cantidad precisa del
elemento introducido al animal. (Allen y Mallison, 1984)

Con respecto a sales minerales una de sus ventajas es su bajo costo y facil
administracion en el alimento. Pero su inestabilidad para mantener el estatus del elemento
en el animal por su compleja absorcion es mayor en comparacién con la via parenteral y
se corren importantes riesgos por la diferente apetencia de los animales y por defectos en

la homogenizacion de las mezclas (Tasker, 1992).

8.2. Selenio organico

El selenio organico de levaduras es una mejor fuente de suplementacion de selenio
para todas las especies animales debido a su elevada biodisponibilidad y es retenido mas
efectivamente en el musculo, leche y tejidos fetales, que el selenio inorganico (McDowell,
1997).

Numerosas investigaciones han mostrado clara y efectivamente un incremento en
la retencion del selenio cuando es administrado como selenio de levaduras.

En cerdos (Mahan, 1999; 2000) y bovinos (Ortman y Pehrson, 1999), el selenio
organico incrementa el contenido de selenio en la leche mas que el selenio inorganico. El
selenio organico incrementa la concentracion de selenio 2 6 3 veces mds en sangre, leche
e higado que el selenio inorganico (Knowles et al., 1999). El selenio de levaduras
incrementd en un 130% el contenido de selenio en la leche en comparaciéon con el control,
mientras que el incremento debido al selenito y al selenato fue solo del 20% (Ortman vy

Pehrson, 1999) (Cuadro 2)
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Cuadro 2. Respuestas a Sel-Plex en la fisiologia y produccién de los
animales para consumo (tomado de Lyons, 2002).

Ganado de carne
Vaca/Ternero
« Mayor hormona T3, GSH-
Px, Selenio
« Mayor selenoproteina P
« Mayor Selenio en leche y
calostro
« Mayor IgM en el suero
« Mayor retencién vs
Selenio inyectable
Crecimiento/Terminacion
« Conversion mas
eficiente de alimentos
« Reduccion de la
oxidacién de los lipidos

Ganado lechero

« Mayor GSH-Px

« Mayor nivel de Selenio en
sangre

« Mayor nivel de Selenio en
leche y calostro

« Menor conteo de células
somaticas

« Reduce la incidencia de
mastitis

« Mejora la fertilidad

« Reduce la incidencia de la
retencion de placenta

Aves
Ponedoras/Reproductores
« Mayor nivel de Selenio
en huevos
Mayor nivel de vitamina
E en huevos
« Incubabilidad
aumentada
« Menor mortalidad
temprana de pollitos
» Calidad de huevos de
mesa mejorada
Fertilidad de machos
mejorada

de la carne
Caballos Cerdos Pollos barrilleros
« Mejor retencion de Cerdas/Camada « Emplume mas rapido

Selenio en caballos en
ejercicio

« Mayor nivel de Selrnio en
leche y calostro

« Mayor IgG en el suero de
potros

« Reduccion del tiempo de
expulsion de la placenta

« Mejor estatus de Selenio
al nacimiento
« Mayor nivel de Selenio en
leche y calostro
« Lechones mas uniformes
y pesados
« Un lechdén mas por cerda
al afo
Crecimiento/Terminacion
« Mayor nivel de Selenio
en carne
« Menor pérdida de agua
por goteo
« Mejor coloracion de la
carne

« Mayor hormona T3

« Mayor resistencia al
estrés

« Reduccion de la pérdida
de agua por goteo

Peces
Mayores titulos de
anticuerpos
Incrementa la capacidad
de acarreamiento de
oxigeno
« Mayor nivel de Selenio,
GSH-Px
« Crecimiento mas rapido
en bagres
« Mejor coloracion de la
carne de salménidos
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8.3. Parenteral

En rumiantes se manejan dosis de 0.1 a 1 mg de Se/Kg peso vivo. La

suplementacion en bovinos se realiza con 25 o 30 mg de selenio como selenito de sodio
(Tasker, 1992; Spears et al., 1986).
Existen algunos reportes de que dosis superior a 0.35 mg de Se/Kg peso vivo, como
selenito o selenato de sodio, resultan letales. Actualmente muchos preparados
comerciales de selenio son recomendados para ser usados a dosis de 0.05 mg Se/Kg peso
vivo y esta algunas veces resulta baja en el tratamiento parenteral y se requiere repetir
nuevamente la dosis a intervalos de semanas (Ullrey, 1992). Si se recomienda de forma
rutinaria, se pueden presentar problemas de intoxicacién crénica.

Se han empleado exitosamente soluciones acuosas de selenio administradas por
via subcutdnea o intramuscular (NRC, 1983). Las inyecciones subcutdneas directas,
usualmente como selenito de sodio, son un medio comun para la prevencion de
enfermedades por la deficiencia del mineral en ganado en pastoreo (Underwood and
Suttle, 1999). Las inyecciones de selenato de bario han mostrado tener un efecto duradero
en rumiantes. El selenato de bario en inyeccién subcutanea mantiene la concentracion de
selenio en sangre por al menos 200 semanas en ovejas y sus corderos (Judson et al.,

1991).

8.4. Bolos

En medicina humana las formas de dosificacion sdlidas (tales como tabletas o
comprimidos) son el medio mis comuUnmente usado para la administracion de un
farmaco. La tableta ofrece muchas ventajas sobre otras formas farmacéuticas, entre tales
ventajas tenemos el bajo costo de manufactura por unidad, la estabilidad y la facilidad de

empaque.
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En el caso de los animales, el uso de las tabletas es inconveniente debido a que se
les da una dosis en base al peso lo que resulta en una cantidad grande de farmaco. Por
ejemplo, las sulfonamidas son prescritas en dosis de 15 por cada 150 libras de peso por
lo que una vaca de 600 libras puede recibir 60 g de farmaco el cual, aunado a los
excipientes da un objeto inmanejable. Para vencer tal problema se disefié una tableta
cilindrica o con forma de capsula cominmente denominada “bolo”. Los bolos son una
forma de dosificacion util para el bovino, oveja y cabra, ampliamente utilizada en los
Estados Unidos y otros paises del mundo. El instrumento para sostener el bolo o dejarlo
caer en la boca del animal es conocido como pistola de bolos (Blodinger, 1983).

Algunos bolos intrarruminales estan compuestos por selenio elemental (5% en
peso) en una matriz de hierro y cuando se administran por via oral se retienen en
reticulo-rumen (Kuchel and Buckley, 1969). Los primeros prototipos fueron altamente
demandados por ser mas efectivos en el mantenimiento y elevacion de selenio en sangre
hasta por cuatro afios (Judson et al., 1991). Pero los bolos comerciales de Nueva Zelanda,
Inglaterra y Australia no fueron tan efectivos como el prototipo original y la proteccion
raramente se extendia hasta 12 meses y en algunos casos la liberacion de selenio fue solo
por 18 semanas.

El peso de los bolos comerciales es de 10 g y su contenido es de 245 a 300 mg de
selenio. Los bolos para bovinos presentan un peso de 30 g; contienen de 360 a 500 mg
de selenio como selenito de sodio liberando 3 mg de selenio por dia y su expulsién es por
bomba osmética. Actualmente la mayoria de las presentaciones comerciales presentan
combinaciones con otros microelementos, por ejemplo, cobre y cobalto. (Tasker, 1992;

Masters, 1990)
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8.4.1. Bolos de accién prolongada

Uno de los factores limitantes de la duracién de la accion de un farmaco
administrado oralmente en humanos es el tiempo de transito por el tracto
gastrointestinal. Varias técnicas han sido empleadas para desarrollar formas de
dosificacion oral de accion prolongada, pero una forma de dosis efectiva por mas de 12
horas es extremadamente rara. La liberaciéon prolongada se puede lograr controlando la
densidad de la formulacion o el tamafo del dispositivo. Por ejemplo, en un rumiante como
una vaca u oveja, es posible para objetos sélidos el permanecer en el saco ruminoreticular
indefinidamente. La densidad del objeto es el factor critico determinante de la retencion
del sélido en el saco. Se considera que es deseable un rango de densidades de 1.5 a 8.0.
(Blodinger, 1983)

Varios bolos de accién prolongada, comercialmente exitosos, han demostrado las
ventajas practicas de éstos como un producto.

Se han usado bolos de vidrio de liberacién lenta que contienen selenio, ademas de

cobre y cobalto, para la prevencién de la deficiencia de selenio (Kendall et al., 2001)

8.5. Sales

El uso de mezclas de sales fortificadas parece ser el procedimiento mas
prometedor para la prevencion de la deficiencia de selenio (McDowell, 1997). Las mezclas
minerales a libre demanda para ganado en pastoreo deben ser formuladas de tal manera
que proporcionen de 0.1 a 0.3 mg de selenio/Kg de materia seca.

El selenito y el selenato de sodio son igualmente efectivos, pero el selenato es
preferido por ser de toxicidad mas baja y menos irritante. Las soluciones de selenato de

sodio (1 mg de selenio/mL) son mas disponibles para uso inmediato (Podoll et al., 1992).
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8.6. Aplicacion de selenio en fertilizantes

El selenio proporcionado como fertilizante es recibido de manera uniforme por el
ganado en pastoreo a través del consumo del forraje. Este método o practica ha sido
probado efectivamente en la prevencion de la deficiencia de selenio. Es una practica usual
en Nueva Zelanda (Watkinson, 1983) y en las areas de elevada precipitacion pluvial de
Australia (Whelan, 1994) y es practicamente el (nico medio de suplementacion de selenio
en Finlandia (Gissel-Nielsen, 1993).

Se emplean tanto el selenito como el selenato de sodio pero éste ultimo es el mas
utilizado, debido a su facilidad de consumo por parte de la planta. El proceso de
incorporacion de selenato de sodio (42% de selenio) en granulos proporciona maxima
seguridad en su operacion y distribucion en el suelo facilitando su mezcla con
fertilizantes. La minima cantidad que previene la deficiencia es de 8.5 g/ha de selenio y su
maxima cantidad es de 10 g /ha de selenio con aplicacién anual (Watkinson, 1992).

El proporcionar selenio a través de la fertilizacion de la pastura tiene muchas
ventajas. Permite disminuir los costos de manejo de los animales con tratamientos
individuales y es mas facil tratar animales grandes tales como los bovinos. El manejo de la
pastura, sin embargo, puede afectar la disponibilidad del selenio para los animales que la

consumen (McDowell, 2002).

9. Dispositivos de retencion en rumen (RRD’s)

Un dispositivo de retencién en rumen (RDD del inglés “Rumen Retention Devices”),
asegura una liberacién controlada de un farmaco dado y éste puede mantenerse en el
reticulorumen por dias, semanas, meses o afios dependiendo del tiempo de liberacidn

requerido para el farmaco.
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Una gran variedad de agentes han sido usados en RRD’'s con propdsitos
profilacticos o terapéuticos, entre ellos estan: antihelminticos, nutrientes, promotores del
crecimiento y antibidticos (Pope, 1985; Gyurik, 1983).

Los RDD’s se agrupan en dos categorias basicas, aquellos que liberan activo de
manera constante a lo largo de todo su tiempo de vida en el rumen, dispositivos de
liberacion sostenida, y aquellos que liberan dosis discretas de una manera pulsatil (por

medio de pulsos), dispositivos de liberacion intermitente (Gyurik, 1983).

9.1. Principios que gobiernan su disefo y funcionamiento

Las caracteristicas anatomicas y fisioldgicas unicas de los animales rumiantes
necesitan caracteristicas de disefio especiales para los RDD’s. Los dos mayores problemas
que deben vencer o superar los RDD’s son la regurgitacion y las condiciones extremas en
el ambiente del rumen tales como el pH y la actividad enzimatica microbiana (Gyurik,

1983).

Regurgitacion

Una funcion fisiolégica de suma importancia en los animales rumiantes cuando son
disefiados los dispositivos de retencion ruminal es la ruminacion o rumia. La rumia es un
proceso donde el contenido del rumen que ha sido colectado, masticado, tragado y
fermentado durante el pastoreo, es regurgitado y remasticado paulatinamente por el
animal. En el ganado vacuno un litro o mas puede ser regurgitado o regresado por el
eséfago en cada tiempo. Existen dos caminos basicos para evitar la regurgitacion de un

dispositivo intraruminal:
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* Elaborandolo lo suficientemente pesado (altamente denso) para que
permanezca en el reticulorumen
e Por utilizacion de un disefio geométrico el cual evita el pasaje de regreso a

través del eséfago (Gyurik, 1983).

Densidad. Si un dispositivo es lo suficientemente denso, este permanecera en la
parte anterior del reticulorumen en el area llamada reticulo. Esta area colecta objetos
pesados que pueden ser tragados inadvertidamente, tales como clavos, piedras y objetos
semejantes. Las paredes musculosas de este 6rgano son lo suficientemente duras para
ofrecer resistencia a los pinchazos y perforaciones por objetos filosos. Tales objetos,
pueden causar reticulitis o “enfermedad de la ferreteria”. Los casos severos pueden
resultar en muerte por penetracion de la pared y el pericardio adyacente. Por tanto, es
importante evitar partes agudas en los RDD's (Gyurik, 1983).

La densidad minima para prevenir la regurgitacion varia dependiendo de la dieta.
Los animales que pastorean necesitan de una densidad mayor porque la motilidad del
rumen es mucho mas grande en estos animales que en aquellos que reciben una dieta
mas refinada. Se ha reconocido generalmente que una densidad de 2.25 a 3.5 g/mL puede
ser mantenida para prevenir la regurgitacion en los animales que pastan. Una densidad de

1.8 g/mL es probablemente suficiente para animales estabulados (Gyurik, 1983).

Geometria. Varias geometrias han sido utilizadas para prevenir la regurgitacion o
el paso de dispositivos una vez que estan en el reticulorumen. Los dispositivos han sido
disenados para desplegarse en el rumen (geometria variable), dando lugar a una gama
abundante de formas, incluyendo aspas (bastidores) y hojas plegables. Para facilitar la
dosificacion, la eventual geometria se contiene mediante un seguro digerible o soluble,
tales como bandas (correas, cintas, abrazaderas) de celulosa o gelatina, las cuales se

desintegran enteramente después de ingresar en el reticulorumen.

39



MARCO TEORICO

Para la retencidn, estos son dos puntos a considerar: a) todo lo que un rumiante
puede tragar, potencialmente lo puede expeler, y b) se conoce que las ovejas regurgitan
mas facilmente los dispositivos que el ganado vacuno. La regurgitacion puede mantenerse

en un minimo por atencion cuidadosa del disefio correcto (Gyurik, 1983).

Ambiente del rumen

Para una buena comprension del extremo ambiente dentro del rumen, es necesario
antes de que uno pueda disefar dispositivos de retenciéon en rumen (RDD’s) durables y

que ademas funcionen con resultados reproducibles, conocer los siguientes factores:

pH del rumen. El pH del rumen puede variar entre 5 y 7 unidades en animales
sanos. Esto depende principalmente del tipo de dieta, de la especie o linaje del animal.
Esta es una consideracién muy importante ya que algunos dispositivos son sensibles a los

cambios de pH los cuales no son consistentes en su funcionamiento (Gyurik, 1983).

Atmosfera del rumen. La atmodsfera del rumen es anaerdbica, las condiciones son
altamente reductoras. Los gases principales son: hidrégeno, metano y dioxido de carbono.
Los dispositivos deben de estar disefiados para soportar estas condiciones; también es
necesario resaltar que los estudios in vitro no pueden ser relevantes para los resultados in

vivo, si el dispositivo es sensible a estas condiciones (Gyurik, 1983).

Microflora del rumen. La microflora simbidtica del rumen ha coevolucionado para
efectuar la predigestion de polisacaridos de dificil degradacion, principalmente celulosas,
que forman la mayor parte de la dieta del rumiante. Los mas reciben en cambio un nicho
confortable. Las enzimas liberadas por tales organismos son capaces de romper casi todo

dentro del rumen, de manera que materiales inertes capaces de soportar estas sustancias
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deben utilizarse en los dispositivos. Aun cuando diversos plasticos (polietileno, propileno)
y el acero inoxidable no durarian mucho en el rumen ambos son buenas elecciones para
los dispositivos desarrollados para mantener en el rumen. Otra vez los modelos in vitro
deben usarse con precaucion; es posible mantener rumenes artificiales para técnicas de
fermentacién continua en el laboratorio pero solo con una gran experiencia y alta
inversion. Es mas facil realizar el estudio del funcionamiento de los dispositivos en los
animales blanco directamente. Especialmente a través del uso de animales de estudio con
rumen fistulado los cuales tienen una canula removible a través de la cual el dispositivo

puede ser colocado y removido (Gyurik, 1983).

Resistencia al activo

Muchos han escrito acerca de las consecuencias de una terapia antihelmintica a
largo plazo y como impacta el fenomeno de la resistencia de los pardsitos al farmaco
(principio activo). El abuso en el uso de los agentes quimioterapéuticos ha llevado al
desarrollo de la resistencia en poblaciones de “helmintos”, especialmente en areas de
crianza de pastoreo del hemisferio sur. La liberacion de niveles subterapéuticos del
farmaco por periodos prolongados de tiempo puede incrementar substancialmente el
riesgo de “presion por selecciéon”, especialmente en la etapa final, o disminucién en los
niveles de liberacion del activo con respecto al tiempo, como es comun en la mayoria de
los dispositivos de lenta liberacion. Este problema también puede presentarse en la
dosificacion mediante sistemas de liberacién intermitente, especialmente cuando el
mismo activo es empleado en cada liberacidn, esto por transporte pasivo. La eleccion de
intervalos apropiados y la minimizacion del nGmero de liberaciones deben por lo tanto

considerarse juiciosamente (Gyurik, 1983).
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9.2. Razones para el éxito de los RDD’s

En adicion a la conveniencia en cuanto a trabajo y economia, las siguientes son

razones importantes en la generacion de un alto interés en este tipo de dispositivos.

(Gyurik, 1983).

Reduccidon del estrés debido a la manipulacién (manejo) de los animales. Las
pérdidas econdémicas son sostenidas por el continuo manejo de los animales
durante el tratamiento. Estas pérdidas son dificiles de cuantificar, pero suelen ser
considerables. Reduciendo el nimero de episodios de manejo dard como resultado
un gran beneficio para los ganaderos que se ve reflejado como un incremento en
peso de los animales, mayor produccion y ademas de una baja en el indice de
mortalidad (Gyurik, 1983).

Optimizacién de programas estratégicos. Los RDD’s incorporan practicas de
manejo que serian dificiles de desarrollar periédicamente en el campo. Esto es
especialmente cierto en programas de tratamiento antihelmintico, los cuales se
han desarrollado a un nivel muy sofisticado en muchas partes del mundo (Gyurik,

1983).

9.3. Consideraciones regulatorias

Residuos de activo

Los rumiantes, debido a que son criados como fuente de alimento, presentan una

consideracion adicional para el diseio de RDD’s. Cuando se administran activos a

animales productores de carne, un periodo de espera llamado “tiempo de retiro” es

prescrito por las agencias regulatorias, antes del cual, el animal no debe ser sacrificado y

la carne no debe disponerse para el consumo humano. Este periodo de espera varia
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dependiendo del activo y de la dosis usada. Un RDD no debe ser disefiado en forma tal
que los residuos de activo no exedan los niveles permisibles al tiempo en que el animal
serd dispuesto para alimento. De otra forma, periodos de espera indeseablemente

prolongados pueden asignarse al dispositivo, impactando adversamente en su uso en el

mercado (Gyurik, 1983).

Impacto ambiental

Los RDD’s deben disefiarse considerando los efectos adversos potenciales. Los
dispositivos de liberacion sostenida desafian quimica y biolégicamente (cronicamente) al
ecosistema con niveles bajos de activo que pueden afectar adversamente a otros
organismos; esto puede ser grave, especialmente si el activo posee un amplio espectro de
actividad. Los dispositivos de liberacion intermitente pueden mitigar este riesgo, logrando
que el numero de liberaciones del activo se mantenga en el minimo necesario para lograr
el efecto deseado (Gyurik, 1983).

La liberacién de activos para la salud animal por medio de RRD’s continta siendo
un area excitante para la innovacién adicional en el futuro de nuevas tecnologias, llevando
a nuevos avances en la produccion ganadera que revolucionara los conceptos tradicionales

en los afos por venir.
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HIPOTESIS

Hipétesis nula:

1. El selenio organico de levaduras, administrado en un bolo intrarruminal,
tiene el mismo efecto que el selenito de sodio sobre la concentracién de
selenio y la actividad de la enzima glutation peroxidasa en plasma.

2. No existe correlacion entre la concentracion de selenio y la actividad de

la enzima glutation peroxidasa en plasma.

Hipétesis alterna:

1, El selenio organico de levaduras, administrado en un bolo intrarruminal,
afecta la concentracion de selenio y la actividad de la enzima glutation
peroxidasa en plasma en mayor grado que el selenito de sodio.

2. Existe correlaciéon entre la concentracion de selenio y la actividad de la

enzima glutation peroxidasa en plasma.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar un bolo de liberacion prolongada a base de selenio organico de
levaduras (Saccharomyces cerevisiae) para ser administrado intraruminalmente a ganado

lechero como una alternativa para la suplementacion de Selenio.

Objetivos Particulares

1. Desarrollar un bolo de liberaciéon prolongada que permita la administracion
intraruminal del selenio organico a bovinos productores de leche,

2. Determinar el efecto del bolo intraruminal sobre la actividad antioxidante de la
glutation peroxidasa en plasma.

3. Determinar el efecto del bolo intraruminal sobre la concentracion de selenio en
plasma.

4. Determinar si existe correlacion entre el contenido de selenio y la actividad de la

enzima glutation peroxidasa, ambos en plasma.
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12. Materiales y Métodos

12.1. Descripcion del darea de estudio

El presente trabajo se realizo en dos fases y cada una a su vez en una localidad
distinta. La primera fase se llevé a cabo en la Granja Experimental de la Universidad
Autonoma de Chapingo, ubicada en el municipio de Texcoco, estado de México. Dicho
municipio se localiza entre los 18° 21'y 20° 17" de latitud Norte y los 98¢ 35"y 100° 36' de
longitud Oeste. La altitud maxima es de 5482 m sobre el nivel del mar. La temperatura
media oscila entre los 10y 16°C y el clima predominante es el calido himedo con lluvias
en verano (Blanco, 1997). La segunda fase fue realizada en el municipio de Tizayuca en el
estado de Hidalgo. Dicho municipio se encuentra ubicado en la latitud norte 19°, 50', 30 y
longitud oeste 98°, 59', 45. La altitud es de 2270 m sobre el nivel del mar. La temperatura

promedio es de 15°C y presenta un clima templado.

12.2. Alimentacion de los animales empleados

Los bovinos empleados en la Granja Experimental de la Universidad Autonoma de
Chapingo fueron alimentados con alfalfa ad /ibitum, concentrado y maiz ensilado.

Con respecto a las vacas del Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca, S. A.

de C. V. (CAITSA), la dieta de los animales se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Dieta proporcionada a los animales empleados en el estudio exploratorio.

COMPONEN CANTIDAD (%)
MES JUNIO JuLio AGOSTO SEPTIEMBRE

Alfalfa seca 250 | -————= | e 18.0
Alfalfa ensilada 14.0 18.0 18.0 18.0
Alfalfa empacada | --————- 17.0 170 |  --—--
Concentrado 2 28.0 24.0 240 | @ -—-———-
Concentradob® |  —————= |  ——eeee | e 23.0
Licor de Maiz 6.00 800 | = |
Ganaleche® |  -—————- 18.0 180 | ----——-
Magnafoscal® | @ @ --———= | === | —————- 0.20
Biofos® Plus | --———-— | @ —————= |  —————- 0.20
BioMicro® = | @ —===—= |  =————— | ————— 0.10
Bagazo de cerveceria | @ ---——- | ————-—- 8.00 32.0
Agua 27.0 15.0 15.0 8.50

a85% alimento balanceado Premium® Especial, 3% de soya, 1.5% de grasa de sobrepaso, 1% de

bicarbonato de sodio, 0.5% de Magnafoscal®, 0.5% de Biofos® Plus

b Salvado, cema, pastas de oleaginosas, grasa de sobrepaso, vitaminas, sal comun
< A las vacas préximas al parto se les administraron 10 mL de vitamina D, 10 mL de Muse® y 10 mL

de Parfosal®.

En cuanto al contenido de selenio, el alfalfa y el suplemento mineral (Biofos® Plus)

en la dieta tuvieron: 0.02 mg Se/Kg materia seca y 0.8 mg Se/Kg materia seca,

respectivamente.
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12.3. Descripcion general de las fases de investigacién
12.3.1. Fase 1. Estudio exploratorio
12.3.1.1. Experimento 1. Efecto de la dosis oral de selenio organico sobre

la concentracion de selenio y la actividad de la GSH-Px en plasma.

Unidad experimental

Se trabaj6é con 20 vacas Holstein con un peso promedio de 500 Kg sin aparentes
signos de enfermedad. Los animales se distribuyeron al azar en 2 grupos (testigo y con
tratamiento). Se tomaron muestras de sangre a las 7:00 a.m. cada 7 dias durante los

meses de junio y julio del 2002.

Variables de respuesta

Fueron la concentracion de selenio en plasma y la actividad de la enzima GSH-Px

en plasma.

Tratamiento de las muestras

Se colectaron 120 muestras de sangre. La coleccion de la sangre se realizé con
tubos Vacutainer® de 7 mL con anticoagulante (K3 EDTA), durante 35 dias, a las 7:00 a.m.
y almacenadas a 4°C inmediatamente después del muestreo. Los tubos fueron
centrifugados a 2500 rpm durante 15 min. El plasma obtenido se mantuvo en

refrigeracion (-20°C) hasta su analisis.
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La determinacion de selenio fue con la técnica de Espectroscopia de Absorcién
Atomica con generador de hidruros (EAAGH) descrita por Gleason (2003) y la actividad
enzimatica de la GSH-Px de acuerdo a la técnica descrita por Paglia y Valentine (1967) con

algunas modificaciones (ver Anexo 1.4).

Planteamiento estadistico

Hipdtesis nula:

El selenio orgédnico de levaduras, administrado en un bolo intrarruminal, no afecta

la concentracién de selenio y la actividad de la enzima GSH-PX en plasma.

Hipotesis alterna:
El selenio organico de levaduras, administrado en un bolo intrarruminal, afecta la

concentracion de selenio y la actividad de la enzima GSH-Px en plasma.

Disefio experimental

Los tratamientos fueron asignados a las unidades experimentales mediante un
disefio completamente al azar. Se hicieron comparaciones ortogonales de las medias para
encontrar diferencias entre ellas y para evaluar el efecto del tiempo sobre la concentracion
de selenio y la actividad de la  GSH-Px, los datos se analizaron mediante un disefio de
mediciones repetidas en el tiempo. Las variables independientes fueron la
suplementacion de selenio (tratamiento), el tiempo de muestreo y el valor inicial de la
respuesta. Las variables dependientes fueron la concentracion de selenio en plasma, la
actividad de la enzima GSH-Px en plasma. Los animales dentro del tratamiento fueron

usados como término del error.
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Modelo estadistico

yijk SR+ T +a + Bij + (m}k + gijk
Donde:

yik = j-ésima observacién de la variable de respuesta tomada bajo el i-ésimo tratamiento

a tiempo k

1= s
JE 2 B
k=12t

p = media general

1i = efecto del i-ésimo tratamiento

akx = efecto del k-ésimo tiempo

pij =efecto aleatorio asociado al j-ésimo animal en el tratamiento i

(ta)ik = efecto de la interaccion del i-ésimo tratamiento por el k-ésimo tiempo

eijk = error aleatorio asociado con el j-ésimo animal en el tratamiento i a tiempo k

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron usando PROC MIXED del paquete estadistico
SAS® (1999) como un disefio completamente al azar con mediciones repetidas. Se utilizo
PROC CORR del mismo paquete estadistico para examinar la correlacién entre la
concentraciéﬁ de selenio y la actividad de la GSH-PX, ambos en plasma. La significancia

estadistica se declard a P<0.05 para todas las comparaciones.
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12.3.2. Fase 2. Estudio comparativo
12.3.2.1. Experimento 1. Efecto de la dosis oral de selenio organico en
comparacion con la dosis oral de selenio inorganico sobre la concentracion

de selenio y la actividad de la GSH-Px en plasma.

Unidad experimental

Se trabajo con 30 vacas Holstein de 550 Kg en promedio sin aparentes signos de
enfermedad y en el dltimo tercio de la gestacion'3. Los animales se distribuyeron al azar
en 3 grupos (testigo, bolo con selenio de levaduras y bolo con selenito de sodio). Se
tomaron muestras de sangre a las 7:00 a.m. cada 7 dias durante los meses de mayo,
junio, julio, agosto y septiembre del 2003 dado que los animales no tenian el mismo

tiempo de gestacion al inicio del experimento (ver Anexo 6).

Variables de respuesta

Fueron la concentracion de selenio en plasma y la actividad de la enzima GSH-Px

en plasma.

Tratamiento de las muestras

Se colectaron 300 muestras de sangre. La coleccion de la sangre se realizé con
tubos Vacutainer® de 7 mL con anticoagulante (K3 EDTA), durante 56 dias previos al parto,
a las 7:00 a.m. y almacenadas a 4°C inmediatamente después del muestreo. Los tubos
fueron centrifugados a 2500 rpm durante 15 min. El plasma obtenido se mantuvo en

refrigeracion (-20°C) hasta su andlisis. La determinacion de selenio fue con la técnica de

13 Los bolos se administraron al inicio del periodo de secado.
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Espectroscopia de Absorcion Atémica con generador de hidruros (EAAGH) descrita por
Gleason (2003) y la actividad enzimatica de la GSH-Px de acuerdo a la técnica descrita por

Paglia y Valentine (1967) con algunas modificaciones (ver Anexo 1.4).

Planteamiento estadistico

Hipétesis nula:

El selenio organico de levaduras, administrado en un bolo intrarruminal, tiene el
mismo efecto con respecto al selenito de sodio sobre el nivel de selenio y la actividad de

la enzima GSH-Px en plasma.

Hipotesis alterna:
El selenio organico de levadura, administrado en un bolo intrarruminal, afecta la

concentracion de selenio y la actividad de la enzima GSH-Px en plasma en mayor grado

gue el selenito de sodio.

Diseno experimental

Los tratamientos fueron asignados a las unidades experimentales mediante un
disefio completamente al azar. Se hicieron comparaciones ortogonales de las medias para
encontrar diferencias entre ellas y para evaluar el efecto del tiempo sobre la concentracion
de selenio y la actividad de la  GSH-Px, los datos se analizaron mediante un diseno de
mediciones repetidas en el tiempo. Las variables independientes fueron la
suplementacion de selenio (tratamiento), el tiempo de muestreo, el valor inicial de la
respuesta y el nimero de partos. Las variables dependientes fueron la concentracion de
selenio en plasma, la actividad de la enzima GSH-Px en plasma. Los animales dentro del

tratamiento fueron usados como término del error.
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Modelo estadistico

Yijg =0+ G Hoy B g Hlrad, +
Donde:

yiik = j-ésima observacion de la variable de respuesta tomada bajo el i-ésimo tratamiento

a tiempo k

i =1,2:05%
1= 1:: 200
K=1; 21
|=1%2....08

u = media general

1i = efecto del i-ésimo tratamiento

ok = efecto del k-ésimo tiempo

B = efecto del I-ésimo parto

yij =efecto aleatorio asociado al j-ésimo animal en el tratamiento i

(ta)ik = efecto de la interaccion del i-ésimo tratamiento por el k-ésimo tiempo

&ij = error aleatorio asociado con el j-ésimo animal en el tratamiento i a tiempo k

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron usando PROC MIXED del paquete estadistico
SAS® (1999) como un disefio completamente al azar con mediciones repetidas. Se utilizo
PROC CORR del mismo paquete estadistico para examinar la correlacion entre la
concentracion de selenio y la actividad de la GSH-PX, ambos en plasma. La significancia

estadistica se declaré a P<0.05 para todas las comparaciones.
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13. Resultados y discusion
13.1 Fase 1. Estudio exploratorio

13.1.1. Método de desarrollo de la forma farmacéutica

Tomando en consideracion los criterios de densidad y forma geométrica para
lograr el desarrollo de formas farmacéuticas intraruminales de liberaciéon prolongada, se
desarrollaron en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan bolos con selenio organico
de levaduras para determinar la factibilidad de su empleo para la administracion
intraruminal del selenio organico.

Se fabricaron lotes de bolos (el granulado se prepard utilizando el método de
granulacién por fusién) con el producto comercial Levinact® Y trioxido de bismuto como

densificador. La formulacion se muestra enseguida.

Tabla 4. Formulacion de los bolos con Levinact®

COMPONENTE %
Trioxido de Bismuto (Bi»O3) | 60.0
Cutina 25.0
Levinact ® 14.5
Estearato de magnesio 0.50

a)

Figura 4 a) y b). Dimensiones de los bolos empleados en los estudios in vivo: A: ancho (2 cm),
L: largo (6.4 cm) y E: espesor (1.5 cm).
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Se fabricaron bolos con trioxido de bismuto y se les realizé la prueba de
densidad'4, encontrandose que se obtenian bolos con una densidad de 2.3 g/mL que
segun Blodinger (1983) puede considerarse como adecuada.

Una vez comprobado que a partir de la formulacion arriba mencionada se podian
fabricar bolos consistentes de manera uniforme, se fabricaron los bolos gque serian
utilizados para las pruebas in vivo. Se realizaron los calculos para que cada bolo
proporcionara una dosis diaria de 0.1 mg de selenio/kg de materia seca consumida
durante una semana, considerando a un animal de 550 Kg. Asi los bolos tuvieron una
masa de 33.2 gramos aproximadamente con 4.814 g de levadura enriquecida equivalentes
a 9.49 mg de selenio. Cabe mencionar que se incorpor6 esta cantidad de selenio en el

bolo esperando que éste liberara el selenio durante aproximadamente seis dias.

13.1.2. Integridad de los bolos

Se realizé una prueba de disolucién sencilla a algunos de los bolos fabricados con
el objeto de verificar su consistencia e integridad. Las condiciones a las que se efectud la
prueba. fueron las siguientes:

+ Tipo de Disolutor: Automatizado

« Aparato: USP Il (Paletas)

« Medio de disolucién: agua desionizada (1000 mL)
« Temperatura: 37°C

+ Velocidad de agitacion: 60 rpm

« Duracion de la prueba: 175 horas

14 3 densidad del bolo debe ser mayor a 1.8 g/mL para evitar que el animal lo regurgite.
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Los bolos perdieron su integridad fisica tres dias después de iniciada la prueba de
disolucion. Al término de ésta se recuperaron cuidadosamente los bolos y se secaron para
posteriormente tomar fotografias de su superficie empleando para ello un microscopio
espectroscopico.

En la Figura 5 a) y b) se observan claramente las condiciones fisicas que tenian los
bolos al término de la prueba. En la Figura 6 a) y b) se observa la erosion de la superficie
de los bolos asi como los poros y canaliculos que se forman al penetrar el medio de
disolucion en ellos, mientras que en la Figura 7 a) y b) se observa la erosion del interior

de los bolos donde también se han formado poros y canaliculos.
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a)

Figura 5 a) y b). Bolos oblongos al término de la prueba de disolucion en agua a 37°C.
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a)

Figura 6 a) y b). Superficie del bolo al término de la prueba de disolucion en agua a 37°C.
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Figura 7 a) y b). Interior del bolo al término de la prueba de disolucion en agua a 37°C.
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13.1.3. Liberacion /n Vivo

13.1.3.1. Perfiles plasmaticos de selenio

Como parte del estudio exploratorio se administraron algunos de los bolos
fabricados a vacas lecheras de la raza Holstein, de 500 kilos de peso en promedio,
estabuladas, para evaluar su comportamiento /n vivo. Dicho estudio se llevd a cabo en la
Granja Experimental de la Universidad Auténoma de Chapingo.

Los animales se distribuyeron en dos grupos de 10 animales cada uno, el grupo
testigo (sin bolo) y el grupo al que se le administro el bolo con levaduras. Al realizar el
analisis estadistico de los datos obtenidos se encontrd diferencia significativa entre ellos.
Las vacas que recibieron el selenio suplementario tuvieron mayores concentraciones de
selenio en comparacién con las vacas testigo (P<0.05). La covariable, concentracion inicial
de selenio en plasma, no tuvo efecto significativo (P>0.05). Del mismo modo, no hay
efecto del tiempo de muestreo sobre la concentracién de selenio en plasma ni tampoco de
la interaccion del tiempo con el tratamiento (P>0.05; ver Anexo 7). En la Figura 8 se

muestran los perfiles plasmaticos promedio para ambos grupos de animales.
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Figura 8. Efecto de la administracién de un bolo intrarruminal de liberacion prolongada con una
dosis de 9.5 mg de selenio como selenio orgéanico (Levinact®) sobre la concentracién de selenio en
plasma de bovinos lecheros.

Tabla 5. Concentracion de selenio en plasma (ng/mL) de vacas Holstein tras la
administracion de un bolo intrarruminal con selenio organico de levaduras

Dias de experimentacién

Grupo 0 7 14 21 28 35
Testigo 142 125 128 129 124 138 131
Tratado! 134 157 145 169 140 147 149

X 138 141 136 149 132 142

1 Los animales recibieron un bolo de 33.2 de peso en promedio con 9.5 mg de selenio como selenio
organico de levaduras (Levinact ®).
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Como puede verse en la Fig.- 8, los animales del grupo testigo mostraron
concentraciones de selenio en plasma menores que los animales a los que se les
administré el bolo con levaduras (ver Tabla 5). Del mismo modo, se observa que las
concentraciones de selenio en el plasma de los animales testigo se mantuvieron mas o
menos constantes mientras que el grupo tratado mostré mayor fluctuacion en dichas
concentraciones pero se mantuvieron por arriba de las de los animales testigo (entre 134
y 147 ng/mL), lo cual se atribuye al bolo administrado. Lo anterior indica que, aunque los
animales al inicio del estudio poseian concentraciones del mineral en plasma dentro del
rango considerado como aceptable por diversos investigadores (Stowe and Herdt, 1992;
Ellis et al., 1997), la suplementaciéon de selenio tuvo un efecto positivo sobre dichas
concentraciones (las incrementa) y podria mantenerlas en niveles altos por mas tiempo
dado que al Gltimo dia de muestreo aun se encontré una concentraciéon superior a la
adecuada del mineral. Esto Ultimo puede ser Gtil, especialmente cuando los animales se
encuentran en los periodos de gestacion o lactancia dado que en dichos periodos
aumentan los requerimientos de minerales por parte del animal como resultado de la

formacion y desarrollo del feto asi como por la produccién lactea.

13.1.4. Actividad de la enzima GSH-Px en plasma

El analisis estadistico de los datos obtenidos mostré que no hubo efecto de la
dosis de selenio administrada en el bolo sobre la actividad de la enzima (P>0.05) mientras
que el tiempo de muestreo asi como la actividad inicial de la enzima en plasma si tuvieron
efecto sobre ésta (P<0.05) para ambos casos) [ver Anexo 8]. En la Figura 9y en la Tabla 6
se muestran las medias de cuadrados minimos ajustadas por la covariable (actividad

inicial de la enzima) para ambos grupos de animales.
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Figura 9. Efecto de la administracion del bolo intrarruminal de liberacion prolongada con una dosis
de 9.5 mg de selenio como selenio organico (Levinact®) sobre la actividad de la GSH-Px en plasma
de bovinos lecheros.

Como se puede observar en la Tabla 6, la actividad enzimatica de ambos grupos
de animales muestra la misma fluctuacion a través del tiempo y aunque el grupo testigo
presenta la mayor actividad enzimatica promedio para el grupo al que se suplement6 con
Levinact® esta fluctuacion es menos marcada, lo que se infiere es debido a la dosis de

selenio administrada en el bolo.
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Tabla 6. Actividad de la enzima GSH-PX (nmoles NADPH ox/min*mL plasma) de

vacas Holstein tras la administracion de un bolo intrarruminal con selenio
organico de levaduras

Dias de experimentacion

Grupo 0 7 14 21 28 5 X
Testigo 655 569 627 813 538 555 620
Tratado! 557 559 555 593 453 602 553

X 606 564 591 703 495 579

! Los animales recibieron un bolo de 33.2 de peso en promedio con 9.5 mg de selenio como selenio
organico de levaduras (Levinact ®).

Ahora bien, en cuanto a efectos principales, también se encontré que existe un
efecto del tiempo de muestreo a la tercera potencia (P<0.05) sobre actividad de la enzima,
de ahi la fluctuaciéon observada. No obstante, para definir el efecto del tiempo sobre la
actividad de la enzima para cada uno de los tratamientos, la interaccion
tiempo*tratamiento debia ser significativa pero en este caso no fue asi (P>0.05). Sin
embargo, el hecho de que exista un efecto principal del tiempo indica que algunos otros
factores influyeron para que dicha interaccion no fuera importante, por ejemplo: la
duracién del periodo de muestreo que quiza fue muy corto para poder apreciar mejor el
efecto del tiempo; los animales algunas veces eran alimentados antes de que se les
tomara la muestra de sangre por lo tanto no siempre se tomaron las muestras bajo las
mismas condiciones: los animales estaban en diferentes corrales y el reunirlos en el area
de toma de muestra les generaba estrés y éste dltimo modifico las condiciones fisiologicas

a las cuales se tomo la muestra, etc.
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13.1.5. Correlacion entre la concentracion de selenio en plasma y la

actividad de la GSH-Px en plasma

El analisis estadistico reveld6 que existe una correlacion lineal pequefa y no
significativa (r=0.17; P>0.05) entre las variables (ver Anexo 9) lo que concuerda con lo
encontrado por Ullrey (1987) quien menciona que las correlaciones de la actividad de la

GSH-PX en plasma con la concentracion de selenio en plasma no son muy altas.
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Figura 10. Correlacién entre la concentracion de selenio (ng/mL) y la actividad de la GSH-Px (nmoles
NADPH ox/min*mL plasma) en plasma de bovinos lecheros después de 35 dias de tratamiento.
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13.2. Fase 2. Estudio comparativo

13.2.1. Determinacion de selenio total en las levaduras enriquecidas

Con el propdsito de verificar el contenido de selenio en las levaduras enriquecidas
proporcionadas por los proveedores: BioTecApSa de C.V. y Alltech México se llevé a cabo
el analisis de dichas materias primas empleando para ello Espectroscopia de Absorcién
Atomica con Emision de Flama previa digestion dcida de las muestras (ver Anexo 1.2).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7, donde se observa que el
contenido de selenio total obtenido en la FES-C difiere del contenido de selenio referido
por el proveedor Alltech México (P<0.05) mientras que para BioTecApSa de C.V. no hay

diferencia (P>0.05)[ver Anexo 10]

Tabla 7. Contenido total de selenio de las levaduras enriquecidas.

PROVEEDOR SELENIO TOTAL SELENIO TOTAL
(PROVEEDOR) (FESC UNAM)
BioTecApSa de 2000 mg Se/Kg 1992 mg Se/Kg
C.V.
Alltech México 1000 mg Se/Kg 1278 mg Se/Kg

13.2.2. Determinacion del contenido total de selenio en forraje

Se llevd a cabo la determinacién del contenido total de selenio en el forraje (alfalfa)
mediante EAAGH, previa digestion acida de las muestras (ver Anexo 1.3) para determinar
si el alfalfa poseia concentraciones adecuadas de selenio.

Se encontré que contiene 0.05 mg Selenio/Kg materia seca, es decir, el forraje es
deficiente en el mineral. Esto ultimo debido a que cuando los forrajes contienen mas de
0.1 mg Selenio/Kg materia seca se consideran adecuados para cubrir las necesidades de

este mineral en los animales (Meyer et al, 1999)
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13.2.3. Ajustes a la formulacién de los bolos

Con el objeto de aumentar el periodo de liberacién de selenio de los bolos se
llevaron a cabo algunas modificaciones a la formulacién empleada para fabricar los bolos
con Levinact® (ver Tabla 4).

En este caso, se fabricaron bolos con Sel-Plex™ y bolos con selenito de sodio,

como fuentes de selenio. Las formulaciones se muestran ensegquida.

Tabla 8. Formulaciéon de los bolos con Sel-Plex™

COMPONENTE %
Trioxido de Bismuto 45.0
(Bi203)
Cutina 20.0
Sel-Plex™ 34.5
Estearato de magnesio 0.50

Tabla 9. Formulacion de los bolos con Selenito de Sodio

COMPONENTE %
Triéxido de Bismuto 79.33
(Biz03)
Cutina 20.0
Selenito de Sodio 0.17
Estearato de magnesio 0.50
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Una vez realizados los ajustes correspondientes se fabricaron los bolos que serian
utilizados para las pruebas /n vivo del estudio comparativo. Los calculos se hicieron de tal
manera que cada bolo proporcionara una dosis diaria de 0.1 mg de selenio/kg de materia
seca, considerando a un animal de 550 Kg de peso en promedio. Asi los bolos tendrian
una masa de 33.2 gramos aproximadamente con 11.454 g de levadura enriquecida 6
0.0564 g de selenito de sodio, equivalentes a 11.454 mg de selenio y 23.82 mg de selenio
respectivamente. Los bolos con selenio de levaduras tuvieron una densidad promedio de

2.0 g/mL Yy los bolos con selenito de sodio de 3.4 g/mL.

13.2.4. Liberacion /n Vivo

13.2.4.1. Perfiles plasmaticos de selenio

Como parte del estudio comparativo se administraron algunos de los bolos
fabricados a vacas lecheras de la raza Holstein, de 550 kilos de peso en promedio,
estabuladas, para evaluar su comportamiento in vivo. Dicho estudio se llevé a cabo en el
establo No. 210 del CAITSA en Tizayuca, Hidalgo.

Los animales se distribuyeron en tres grupos de 10 animales cada uno, el grupo
testigo, el grupo al que se le administré el bolo con levaduras (Sel-Plex™) y el grupo al
que se le administré el bolo con selenito de sodio.

Al realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos se encontré un efecto
significativo de los tratamientos (P<0.05). Sin embargo, al efectuar los contrastes
correspondientes, se encontré que no hay diferencia significativa entre los animales
testigo y los animales suplementados (P>0.05) pero el selenio organico (Sel-Plex™)
afecta la concentracion de selenio en plasma de manera diferente al selenito de sodio

(P<0.05), es decir, la concentracion de selenio en plasma fue afectada por la forma
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quimica de selenio administrada. En la Figura 11 se observa que, con respecto a los
animales no suplementados, los animales suplementados con selenio organico tuvieron
mayores concentraciones del mineral en plasma. Del mismo modo, hay efecto de la
concentracion inicial de selenio y del tiempo de muestreo sobre la concentracién de
selenio en plasma (P<0.05 para ambos casos) mientras que el nimero de partos no tuvo
efecto significativo (P>0.05) sobre la respuesta observada [ver Anexo 11]. En la Figura 11

se muestran los perfiles plasmaticos promedio para los grupos de animales.
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Figura 11. Efecto de la administracion de bolos intrarruminales de liberacién prolongada con dosis
de 11.4 mg de selenio como selenio organico (Sel-Plex™) y 23.8 mg de selenio como selenio
inorgénico (selenito de sodio) sobre la concentracién de selenio en plasma de bovinos lecheros.
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En la Fig. 11 se observa diferencia entre los tratamientos con respecto al grupo
testigo asi como entre los grupos de animales a los que se les administraron los bolos. En
el caso de los animales testigo las concentraciones de selenio se mantuvieron
practicamente sin cambio mientras que en los animales a los que se le administré el bolo
con selenito, la respuesta observada estaba por debajo de la del grupo testigo, mientras
que en el caso de grupo tratado con Sel-Plex™ la respuesta observada estaba por arriba
de la del grupo testigo, es decir hubo un marcado efecto del selenio organico sobre la
concentracidon plasmatica de selenio. Los animales testigo mantuvieron concentraciones
de selenio entre 59 y 98 ng/mL mientras que las de los animales a los que se les
administré selenito de sodio y selenio orgénico fluctuaron entre 56-89 ng/mLy 75-107
ng/mL respectivamente (ver Tabla 10). Todos los animales mantienen niveles adecuados
del mineral en plasma aunque los tratados con el selenio organico son los Unicos que
mantienen estos niveles mas constantes hasta el término del periodo de muestreo. Cabe
mencionar que, los animales del grupo testigo recibieron suplementacion de selenio con
una mezcla mineral mientras que los animales tratados, ademas de dicha suplementacion,
se les administré el bolo. Por ello es que los animales testigo mostraron concentraciones
adecuadas de selenio en plasma durante el periodo de muestreo aunque en la dltima
" muestra tomada la concentracion de selenio disminuyo de 85 a 59 ng/mL mientras que en
los animales con bolo también hubo una disminucién en la concentracion del mineral (de
89 a 74 ng/mL para el selenito de sodio y de 86 a 75 ng/mL para el Sel-PlexTM) pero
ésta ain se encontraba dentro de los limites aceptables lo que indica que, los animales
proximos al parto requieren una dosis mayor de selenio que la administrada en la mezcla
mineral y, en este caso, el selenio organico de levaduras seria la mejor opcion ya que éste
mantuvo los niveles mas constantes y cercanos al considerado como adecuado por otros
autores (Stowe and Herdt, 1992; Ellis et al., 1997). La disminucion de las concentraciones

de selenio en los grupos en estudio, después de dos meses de muestreo (Fig. 11) puede
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ser debido a los requerimientos de selenio por parte del feto. Posiblemente este
decremento, en conjunto con la dosis administrada, se deba al intercambio de selenio con
el feto considerando que la caida ocurre al final del Gltimo tercio de gestacion, cuando el
crecimiento fetal es mas importante (Faulkner, 1983). El selenio atraviesa la barrera
placentaria y la glandula mamaria facilmente (Enjalbert et al., 1999) y la acumulacién de
este elemento en el feto depende de las cantidades que tenga la madre. Ademas, las vacas
en el dltimo tercio de la gestacion sufren deficiencia de selenio mas frecuentemente que
las vacas lactantes.

Finalmente, también puede corroborarse el efecto positivo del Sel-Plex™ al
observarse concentraciones mds elevadas de selenio que para el bolo con selenito de
sodio (aun cuando éste Ultimo contenia 108% mas selenio que el bolo con selenio

organico (ver Tabla 10).

Tabla 10. Concentracion de selenio (ng/mL) en plasma de vacas Holstein
bajo diferentes fuentes de suplementacion de selenio

Dias de experimentacion

Fuente 0 7 14 21 28 35 42 49 56 X
Testigo! 98 97 76 97 90 83 83 85 59 84
Selenito de Sodio? 80 86 84 68 80 56 78 89 74 77
Sel-Plex3 100 98 80 97 112 91 107 86 75 93

X 93 94 80 87 94 77 89 87 69

! Los animales recibieron en la dieta 0.5% de una mezcla mineral (Biofos® Plus)

2 Los animales recibieron, ademas de la mezcla mineral de los animales testigo, un bolo de 33.2 de
peso en promedio con 11.4 mg de selenio como selenio inorganico (Selenito de Sodio)

3 Los animales recibieron, ademas de la mezcla mineral de los animales testigo, un bolo de 33.2 de
peso en promedio con 23.8 mg de selenio como selenio organico (Sel-Plex™)
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Por otro lado, hay efecto del tiempo de muestreo a la primera y a la quinta
potencia (P<0.5 en ambos casos) sobre |a respuesta observada (concentracion de selenio).
Pero, dado que no existe interaccion entre los tratamientos y el tiempo de muestreo, este
efecto del tiempo podria indicar que factores externos pudieron ocasionar que no
hubiese un efecto bien definido del tiempo de muestreo sobre la respuesta observada asi
como sobre la interaccion. Dichos factores pudieron ser: el estrés al que fueron
sometidos los animales durante el muestreo ya que se pasaban de un corral a otro para
efectuarlo; el periodo de muestreo, ya que éste se realiz6 durante los meses de mayo a
agosto y en estos meses el clima estuvo muy variable (cuando dio inicio el experimento
estaba lloviendo y esto ocasiond una disminuciéon en la temperatura ambiental,
particularmente por las mafanas y esto también ocasiona estrés fisioldgico en el animal);
el nimero de partos de los animales también pudo influir ya que a mayor nimero de
partos mayor requerimientos de nutrientes y no sélo eso, ademas la masa fetal y la de la
placenta asi como su demanda de energia, proteinas y minerales aumenta dramaticamente
al aumentar la edad gestacional (Bell et al, 1995; House, 1993); vy, finalmente, también los
cambios de alimentacidon ya que ésta cambio cuatro veces durante el periodo de muestreo
y la adaptacion a ésta también ocasiona cambios en el metabolismo del animal.

En la tabla 10 se observa claramente que la concentracion de selenio disminuye
conforme pasa el tiempo de muestreo para todos los grupos en estudio aunque al final de
éste, la concentracion de selenio ain es adecuada. Esta disminucién en la concentracion
del mineral en plasma es atribuible a la etapa en la que se encontraban los animales
(altimo tercio del periodo de gestacion) ya que los periodos del parto y la lactancia son
criticos para la salud de las vacas lecheras. La fiebre de la leche, la placenta retenida,
mastitis, etc., son algunos desordenes a los que puede contribuir el estrés oxidativo, de
ahi la necesidad de la suplementacion con los nutrientes conocidos que son necesarios

para el sistema de defensa antioxidante (Miller et al, 1993). Ademas, la transicion del
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estado gestante no lactante al estado no gestante lactante es a menudo una experiencia
estresante para la vaca. La mayoria de las enfermedades metabdlicas de las vacas lecheras
ocurren durante las dos primeras semanas en lactacion (Goff, 1997). Finalmente, el grupo
tratado con Sel-Plex™ mostré menos fluctuaciéon en las concentraciones de selenio con
respecto al grupo tratado con selenito de sodio lo que una vez mas denota la superioridad
de éste con respecto al selenio inorganico (Combs, 1986; Ortman y Pehrson, 1999), por
ejemplo, McDowell et al. (1997), indica que el selenio organico ofrece un aporte constante

de selenio y da el mas elevado del mineral en vacas.

13.2.5. Actividad de la enzima GSH-Px en plasma

El analisis estadistico de los datos obtenidos mostré que no hubo efecto de la
dosis de selenio administrada en los bolos sobre la actividad de la enzima, ni de la
actividad inicial de la enzima en plasma y del nimero de partos (P>0.05 para los tres
casos). Sélo es significativo el efecto principal del tiempo (P<0.05). Del mismo modo, no
hubo diferencia entre la actividad de la GSH-PX en el plasma del grupo de animales del
bolo con selenito de sodio con respecto a la del grupo de los animales del bolo con Sel-

Plex™ (P>0.05). [ver Anexo 12].
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Figura 12. Efecto de la administracion de bolos intrarruminales de liberacién prolongada con dosis
de 11.4 mg de selenio como selenio organico (Sel-Plex™) y 23.8 mg de selenio como selenio
inorganico (selenito de sodio) sobre la actividad de la GSH-Px en plasma de bovinos lecheros.

En la Figura 12 se observa que los valores iniciales de la actividad de la enzima
para todos los grupos no difieren mucho uno de otro, por lo cual no afectan la respuesta
observada durante el periodo de muestreo. Ademas, la administracion del bolo tampoco
tuvo efecto sobre la respuesta ya que la actividad de la enzima es muy similar para todos
los grupos (ver Tabla 11) ain asi el Sel-Plex™ mantiene la actividad enzimatica mas
constante mientras que el selenito aunque muestra mayores actividades enzimaticas no lo
hace de manera constante como el selenio organico. Finalmente, el tiempo tuvo efecto a la
cuarta potencia sobre la actividad de la enzima (P<0.05), por ello se observa esa variacion

a través del tiempo. Pero, dado que la interaccion del tiempo con los tratamientos no es
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significativa, no es posible determinar la potencia del efecto del tiempo para cada
tratamiento. No obstante, el hecho de que hubiera efecto del tiempo indica que, al igual
que con las concentraciones de selenio en el plasma, los factores clima, alimentacion vy

numero de partos influyeron para que la interaccién tiempo*tratamiento no fuera

significativa.

Tabla 11. Actividad de la GSH-Px (nmoles NADPH ox/min*mL plasma) de
vacas Holstein bajo diferentes fuentes de suplementacion de selenio

Dias de experimentacion

Fuente 0 7 14 21 28 35 42 49 56 X
Testigo! 759 690 792 692 708 698 685 813 619 717
Selenito de Sodio? 680 674 757 755 736 710 856 816 804 754
Sel-Plex3 719 680 788 763 753 745 775 722 764 745

X 719 681 779 737 732 718 772 784 729

! Los animales recibieron en la dieta 0.5% de una mezcla mineral (Biofos® Plus)

2 Los animales recibieron, ademas de la mezcla mineral de los animales testigo, un bolo de 33.2 de
peso en promedio con 11.4 mg de selenio como selenio inorganico (Selenito de Sodio)

3 Los animales recibieron, ademas de la mezcla mineral de los animales testigo, un bolo de 33.2 de
peso en promedio con 23.8 mg de selenio como selenio organico (Sel-Plex™)

En la Tabla 11 se observa claramente que la actividad de la enzima GSH-Px del
grupo testigo disminuye con el paso del tiempo, lo que una vez mas indica que aun
cuando los animales reciban una mezcla mineral en la dieta requieren una dosis adicional
de selenio para mantener su sistema de defensa antioxidante en niveles adecuados. En
este caso, el grupo de animales con el bolo con selenio inorganico tuvieron una actividad
enzimatica similar a la obtenida con el selenio organico. Lo anterior significa que ambas
formas quimicas de selenio afectan del mismo modo la actividad de la enzima; pero para

ello el selenito debe de ir en una dosis 108% mayor a la de Sel-Plex™.
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13.2.6. Correlacion entre la concentracién de selenio y la actividad de la
GSH-Px en plasma.

El andlisis estadistico revelé que no existe correlaciéon significativa entre Iasl
variables (ver Fig. 13 y Fig. 14). En el caso del grupo de animales con el bolo con selenito
de sodio el valor del coeficiente de Pearson es r= 0.014 (P>0.05) y para el grupo de
animales con el bolo con Sel-Plex™, r= -0.08(P>0.05) (ver Anexo 13). Cabe mencionar
que existen muchos métodos diferentes para determinar la actividad de la GSH-Px y cada
uno produce diferentes resultados numéricos, sobre todo por tratarse de una reaccién
enzimatica (Ellison, 1992) es por ello que se atribuye que los resultados obtenidos en el
presente estudio no concuerdan con estudios preliminares que indican que existe una alta
correlacion entre la concentracion de selenio y la actividad de la enzima GSH-Px en
plasma; asi, se ha observado una correlaciéon de 0.9 (P<0.05) (Erskine, et al., 1987) o de
0.83 (P<0.05) (Ceballos, et al., 1999) adn cuando todos tomamos como referencia lo

encontrado por Paglia y Valentine (1967).
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Figura 13. Correlacién entre la concentracion de selenio (ng/mL) y la actividad de la GSH-Px

(nmoles NADPH ox/min*mL plasma) en plasma de bovinos lecheros después de 56 dias de
tratamiento (bolo con selenito).
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Figura 14. Correlacién entre la concentracion de selenio (ng/mL) y la actividad de la GSH-Px (nmoles
NADPH ox/min*mL plasma) en plasma de bovinos lecheros después de 56 dias de tratamiento (bolo
con Sel-Plex).

77



Conclusiones |




CONCLUSIONES

14. Conclusiones

La formulacién desarrollada es adecuada para la fabricacién de bolos de
liberacion prolongada con selenio organico o selenio inorganico.

El bolo administrado intrarruminalmente, a bovinos productores de leche,
en periodo de lactancia y en el ultimo tercio del periodo de gestacion, es
efectivo para mantener las concentraciones de selenio en plasma en el
rango considerado como adecuado.

Los bolos con selenito de sodio son tan efectivos como los bolos con
selenio organico de levaduras para mantener las concentraciones de selenio
en plasma pero con una cantidad 108% mayor de selenio con respecto al
selenio organico en bovinos productores de leche en el dltimo tercio del
periodo de gestacion.

Los bolos fabricados con selenio orgédnico y los con selenito de sodio no
mostraron un efecto significativo sobre la actividad de la enzima GSH-Px
pero dicha actividad permanecié mds constante con respecto a los animales
no suplementados.

No existe correlacién entre la concentracion de selenio y la actividad de la
enzima GSH-Px en plasma en animales en el dltimo tercio del periodo de

gestacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Técnicas analiticas empleadas

Anexo 1.1. Técnica para la determinacién de selenio total en plasma (Gleason, 2003)

MATERIAL
~ Pipeta automatica
- Puntas para pipeta automatica
— Vaso de precipitado de 50, 100 mL
— Matraces volumétricos de 25, 50, 100, 250 y 1000 mL
-~ Probeta graduada de 10 mL
- Balanza analitica
- Centrifuga
— Papel aluminio
- Lampara de catodo hueco

~  Frascos de plastico opalescente de 100 mL

REACTIVOS
- Agua desionizada
— Acido nitrico quimicamente puro
- Acido clorhidrico concentrado grado analitico
- Perdxido de hidrégeno al 30%

- Estandar de selenio para absorcién atémica a concentracion de 1000 ppm
- Borohidruro de sodio

- Hidréxido de sodio
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ANEXOS

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Lavar cuidadosamente y enjuagar con agua desionizada todo el material de vidrio a
emplear

Preparar la solucion blanco y las soluciones estandares de selenio a
concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 10 ppb a partir de una solucién stock de 2000 ppb
de selenio para la curva de calibracion. Los sistemas se llevan a la marca de aforo
con HCI 7M

El plasma se mantuvo en congelacién en viales cubiertos con papel parafilm. Se
tomaron muestras de 1 g con pipeta automatica y se depositaron en los vasos del
horno de microondas MARS 5 (Microwave Accelerated Reaction System). Estos

ultimos se pesaron vacios en balanza analitica.

PROCESO DE DIGESTION

Llevar los vasos con las muestras a la campana de extraccion y adicionar a cada
uno: 10 mL de agua desionizada, 5 mL de acido nitrico concentrado y 2 mL de
peréxido al 30%

Dejar reposar las muestras durante 30 minutos

Tapar los vasos y colocarlos en el carrusel del horno de microondas

Colocar el sensor de temperatura

Programa del horno de microondas: programa HP500 PLASMA2, rampa de
temperatura 1200 W al 100% 5 minutos para llegar a 120°C, mantener a esa
temperatura 2 min, rampa de temperatura 1200 W al 100% 5 minutos para llegar a
170°C, 350 Psi (presién constante)

Sacar los vasos cuando la temperatura disminuya a 90°C

Colocar los vasos en la campana de extraccion para que se enfrien

Transferir las muestras digeridas a matraces volumétricos de 50 mL y llevar a la

marca de aforo con HCI 7M
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PROCESO DE MEDICION

~ Se empled la técnica de Espectrofotometria de Absorcion Atémica con Generacion

de Hidruros con los siguientes parametros ajustados con ayuda del Software

SpectrAA V.2.0:

o Modo de muestreo:

Manual

Longitud de onda: 196 nm
Flujo del aire: 13.5 L/min
Flujo del acetileno: 2.10 L/min
Flujo de la muestra: 8 mL/min

Flujo del reductor y el acido: 1 mL/min

o Modo de medicién: integracién

o Calibracion: concentracién

o Réplicas: 3 para el estdndar y 3 para la muestra

o Corriente de la lampara: 10 mA
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Anexo 1.2. Técnica para la determinacion de selenio total en levaduras
enriquecidas (Kotrebai et al., 1999)

MATERIAL

Pipeta automatica

Puntas para pipeta automatica

Vaso de precipitado de25, 50y 100 mL
Matraces volumétricos de 25

Balanza analitica

Papel parafilm

Lampara de catodo hueco

Frascos de plastico opalescente de 100 mL

Espatula

REACTIVOS

Agua desionizada
Acido nitrico quimicamente puro
Acido clorhidrico concentrado grado analitico

Peroxido de hidrégeno al 30%

Estandar de selenio para absorcion atémica a concentracion de 1000 ppm

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Lavar cuidadosamente y enjuagar con agua desionizada todo el material de vidrio a

emplear
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- Transferir las muestras digeridas a matraces volumétricos de 50 mL y llevar a la

marca de aforo con HCl 7M

PROCESO DE MEDICION
— Se empled la técnica de Espectrofotometria de Absorcion Atdmica con Generacion

de Hidruros con los siguientes parametros ajustados con ayuda del Software
SpectrAA V.2.0:
o Modo de muestreo:
=  Manual
= Longitud de onda: 196 nm
= Flujo del aire: 13.5 L/min
* Flujo del acetileno: 2.10 L/min
* Flujo de la muestra: 8 mL/min
* Flujo del reductor y el acido: 1 mL/min
o Modo de medicion: integracion
o Calibracién: concentracion
o Réplicas: 3 para el estandar y 3 para la muestra

o Corriente de la lampara: 10 mA
Anexo 1.2. Técnica para la determinacion de selenio total en levaduras

enriquecidas (Kotrebai et al., 1999)

MATERIAL
— Pipeta automatica
— Puntas para pipeta automatica
— Vaso de precipitado de25, 50y 100 mL

— Matraces volumétricos de 25
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PROCESO DE MEDICION
- Se empled la técnica de Espectrofotometria de Absorcion Atomica con Emision de

Flama con los siguientes parametros ajustados con ayuda del Software SpectrAA

V.2.0:

o Modo de muestreo:
=  Manual
= Longitud de onda: 196 nm
= Flujo del oxido nitroso: 11/min
* Flujo del acetileno: 6.63 L/min
o Modo de medicion: integracion
o Calibracion: concentracion
o Réplicas: 3 para el estandar y 3 para la muestra

o Corriente de la lampara: 10 mA
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Anexo 1.3. Técnica para la determinacion de selenio total en forraje (alfalfa)

MATERIAL

Pipeta automatica

- Puntas para pipeta automatica

- Vaso de precipitado de25, 50y 100 mL

- Matraces volumétricos de 25

- Balanza analitica

—~ Lampara de catodo hueco

- Frascos de plastico opalescente de 100 mL

- Espatula

REACTIVOS
- Agua desionizada
- Acido nitrico quimicamente puro
~ Acido clorhidrico concentrado grado analitico

- Estandar de selenio para absorcion atémica a concentracion de 1000 ppm

PREPARACION DE LAS MUESTRAS
-~ Lavar cuidadosamente y enjuagar con agua desionizada todo el material de vidrio a

emplear
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PROCESO DE MEDICION
-~ Se empled la técnica de Espectrofotometria de Absorcion Atémica con Emision de

Flama con los siguientes parametros ajustados con ayuda del Software SpectrAA

V.2.0:

o Modo de muestreo:
» Manual
= Longitud de onda: 196 nm
* Flujo del oxido nitroso: 11/min
* Flujo del acetileno: 6.63 L/min
o Modo de medicién: integracion
o Calibracién: concentracion
o Réplicas: 3 para el estandar y 3 para la muestra

o Corriente de la lampara: 10 mA

Anexo 1.3. Técnica para la determinacion de selenio total en forraje

(alfalfa)

MATERIAL

Pipeta automatica

|

Puntas para pipeta automatica

Vaso de precipitado de25, 50y 100 mL

Matraces volumétricos de 25
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PROCESO DE MEDICION

—~ Se empleod la técnica de Espectrofotometria de Absorcion Atomica con Generador

de Hidruros con los siguientes parametros ajustados con ayuda del Software

SpectrAA V.2.0:

o Modo de muestreo:
* Manual
= Longitud de onda: 196 nm
= Flujo del oxido nitroso: 11/min
= Flujo del acetileno: 6.63 L/min
o Modo de medicién: integracién
o Calibracion: concentracién
o Réplicas: 3 para el estandar y 3 para la muestra

o Corriente de la lampara: 10 mA
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Anexo 1.4. Técnica para la determinacién de la actividad de la enzima glutation

peroxidasa (GSH-Px) en plasma (modificacién a la técnica de Paglia y Valentine,
1967)

MATERIAL

Pipeta automatica

Puntas para pipeta automatica

- Pipeta graduada de 5 mL

- Pipeta volumétrica de 2, 20 y 25 mL

- Vasos de precipitado de 25, 50, 100, 150 mL
- Matraces volumétricos de 200y 250 mL
— Agitador de vidrio

- Balanza analitica

—~  Papel parafilm

- Espatula

- Cronoémetro

- Bolsas con gel congelante

- Celdas de cuarzo de 1 cm de paso optico de 1.4 y 3.0 mL de capacidad

REACTIVOS
— Agua desionizada
— Hidroxido de sodio 2N
— Acido clorhidrico 2N
— Perdxido de hidrogeno al 30%

— Buffer de fosfatos pH 7.0
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— Glutatién reducido

— Glutation reductasa

— NADPH

— Fosfato monobasico de potasio
— Fosfato dibasico de potasio

= EDTA

— Azida de sodio

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Lavar cuidadosamente y enjuagar con agua desionizada el material de vidrio a

emplear.

Descongele las muestras (de preferencia, deje las muestras en el refrigerador

durante toda la noche)

|

Realizar 50 ensayos por dia (25 muestras con su respectivo blanco)

Prepare el buffer de fosfatos de acuerdo a la siguiente tabla:

REACTIVO FORMULA 500 mL | 250 mL
Fosfato de potasio monobasico KH,PO4 2.7125 9 | 1.3562 g
Fosfato de potasio dibasico K:HPO4 7.4188 g | 3.7094 g
EDTA 5.5 mM CioH14N20gNa;.2H,0 ] 0.8150 g | 0.4075 g

Azida de sodio 4.7 mM NaN3 0.1525 g | 0.0762

—~ Prepare una solucion de peroxido el mismo dia que sera utilizada con 33 ulL de

perdoxido de hidrogeno al 30% en 200 mL de agua desionizada.

107



ANEXOS

—~ Prepare la mezcla de reaccion de acuerdo a la siguiente tabla y manténgala en

hielo hasta el momento de usarla para minimizar la conversion de NADPH a NADP.

REACTIVO CAT. SIGMA | PARA 10 ENSAYOS | PARA 50 ENSAYOS
#

NADPH N-6505 2.33 mg 11.65 mg
Glutation G470-5 15.33 mg 76.65 mg
reducido
Glutatién G366-4 6.7 unidades* 25.0 pL**
reductasa
Buffer de 8.0 mL 40 mL
Fosfatos

* Calculo: [6.7 / (unidades por mg proteina)] / (mg proteina por mL) = mL G-4751 necesarios
=* Para un frasco de enzima con 198 unidades por mg de proteina y 6.8 mg de proteina por mL se

requieren 5 uL por cada 10 ensayos.

- Preparacion del blanco y la muestra:

o Blanco:
= Coloque 100 pL del buffer de fosfatos en la celda de cuarzo
= Adicione 800 pL de la mezcla de reaccién y permita que alcancen la

temperatura ambiente durante 8 minutos

o Muestra:
= Coloque 50 ulL del buffer de fosfatos en la celda de cuarzo
= Adicione 50 pL de la muestra
= Adicione 800 pL de la mezcla de reaccién y permita que alcancen la

temperatura ambiente durante 8 minutos
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o Después de 8 minutos, adicione 100 pL de la dilucidon de perdxido al blancoy a
la muestra. Tape la celda con papel parafilm y agite vigorosamente.
Inmediatamente después, coloquela en el espectrofotémetro. En este momento

se inicia la corrida (la duracion de la corrida es de 5 minutos).

PROCESO DE MEDICION

- Se empled la técnica de Espectrofotometria UV/VIS

— lLas lecturas se efectuaron con ayuda del Software Cary WinUV, Maddulo:
Concentration a una longitud de onda de 340 nm

- Colocar 2.5 mL de buffer de fosfatos en las celdas de cuarzo de 3.0 mL para
ajustar el equipo a cero.

— Una vez ajustado el cero, quitar una de las celdas del espectrofotometro y colocar
la celda de 1 mL con el blanco.

-~ Tomar la lectura del blanco 15 segundos después de haber adicionado el sustrato
(ya que las velocidades pueden no ser representativas de la actividad de la enzima
debido al mezclado de la muestra) y a los 5 minutos después de iniciada la corrida.

— Retirar el blanco y colocar la celda con la muestra.

—  Tomar la lectura de la muestra de igual manera que para el blanco.

_  El nGmero de nmoles de NADPH oxidadas por minuto por mL de muestra se calcula

mediante las siguientes férmulas:
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a) Muestra: b) Blanco:
AbS icial ~ APS final _ AAm ABS inicial ~ A final _ ARy
Tiempo total min Tiempo total min
APm—8Ay 16077 —  "molesNADPHoxidadas
Alicuotamuestra(mL) " min*mLmuestraohemolizado
donde:

Absincal = Absorbancia inicial a 340 nm
Absfinal = Absorbancia final (después de 5 minutos) a 340 nm

1607.7 = Coeficiente de extincion de NADPH
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Anexo 2. Caracteristicas farmacotécnicas de algunos bolos con Levinact®

NO. BOLO LARGO (mm) ANCHO (mm) ESPESOR (mm) MASA (g)
1 64.42 19.70 15.71 33.19
2 64.38 19.70 15.66 33.13
3 64.39 19.69 15.80 33.11
4 64.40 19.69 15.72 33.15
5 64.40 19.71 15.64 33.10
6 64.40 19.70 15.67 58.15
7 64.40 19.70 15.66 33.17
8 64.40 19.70 15.79 33.12
9 64.43 19.71 15.59 33.13
10 64.42 19.71 15.55 33.12
11 64.40 19.67 15.56 33.13 |
12 64.42 19.70 15.56 33.16

PROMEDIO: 64.41 19.70 15.66 33.14
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Anexo 3. Distribucién de los animales empleados en el estudio exploratorio

CORRAL VACA NO. BOLO GRUPO PRODUCCION (DIAS)

150 1 Tratado 193

A23 = Testigo 179

S174 7 Tratado 175

1 A31 - Testigo 138

uz26 11 Tratado 124

R90 - Testigo 150

P127 16 Tratado 200

R43 - Testigo 182

R156 20 Tratado 168

2 T142 - Testigo 168

S12 = Testigo 161

T12 3 Tratado 161

Ul - Testigo 125

T90 8 Tratado 181

3 A22 - Testigo 166

P31 12 Tratado 161

Q23 19 Tratado 150

Al19 - Testigo 196

S A9 22 Tratado 191
A28 - Testigo =
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Anexo 4. Caracteristicas farmacotécnicas de algunos bolos con Sel-Plex™

0+. LARGO (mm) ANCHO (mm) ESPESOR (mm) MASA (g)
NO. BOLO
1 64.50 19.71 17.96 33.20
2 64.51 19.73 18.23 33.21
3 64.46 19.93 17.92 33.20
4 64.50 19.75 18.26 33.20
5 64.54 19.75 18.05 33.20
6 64.52 19.75 18.10 33.19
7 64.44 19.75 18.42 33.19
8 64.50 19.78 18.21 33.22
9 64.51 19.76 17.97 33.0%
10 64.52 19.81 18.02 33.20
11 64.47 19.74 18.16 33.23
12 64.47 19.77 18.28 33.20
13 64.46 19.71 18.28 33.21
14 64.48 19.73 18.26 33.21
15 64.42 19.80 18.12 33.20
PROMEDIO: 64.50 19.76 18.15 33.20
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Anexo 5. Caracteristicas farmacotécnicas de algunos bolos con Selenito de Sodio

NO. BOLO LARGO (mm) ANCHO (mm) ESPESOR (mm) MASA (qg)
1 45.02 13.15 21.21 33.18
2 45.01 13.14 21.39 33.19
3 45.04 13.18 21.38 33.19
4 44.96 13.18 21.49 33.19
5 44.98 13.16 21.17 33.19
6 45.02 13.15 21.32 33.18
7 44.97 13.16 21.30 33.18
8 45.06 13.16 21.26 3517
9 45.02 1315 21.25 33.16
10 45.02 13.15 21.41 33.18
11 45.01 13.17 21.42 33.16
12 45.01 13.15 21.17 33.16
13 45.00 13.13 21.30 33.18
14 45.01 13.16 21.37 33.18
15 44.97 13.17 21.19 33.18

PROMEDIO: 45.00 13.14 21.31 33.18
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Anexo 6. Distribucion de los animales empleados en el estudio comparativo

VACA | NUMERO | GRUPO NUMERO FECHA FECHA
BOLO PARTOS SECADO PARTO
812 - Testigo 5 15-Mayo-2003 17-Jul
1339 - Testigo 1 15-Mayo-2003 15-Jul
1275 - Testigo 2 29-Mayo-03 18-Jul
1112 - Testigo 3 29-Mayo-03 1°-Ago
944 - Testigo 5 12-Junio-2003 06-Sep
1223 - Testigo 3 19-Junio-2003 10-Sep
1408 - Testigo 1 03-Julio-2003 19-Oct
1262 - Testigo 2 10-Julio-2003 05-Sep
1320 - Testigo 1 10-Julio-2003 12-Sep
1236 = Testigo 1 10-Julio-2003 26-Sep
1202 5 Sel-Plex 2 15-Mayo-2003 16-Ago
1205 4 Sel-Plex 2 15-Mayo-2003 13-Jul
1217 2 Sel-Plex 2 29-Mayo-03 06-Ago
1017 3 Sel-Plex 4 29-Mayo-03 13-Ago
899 14 Sel-Plex 4 12-Junio-2003 22-Ago
1135 13 Sel-Plex 3 03-Julio-2003 28-Sep
1107 11 Sel-Plex - 03-Julio-2003 27-0ct
860 15 Sel-Plex 5 12-Junio-2003 18-Sep
1342 8 Sel-Plex 1 10-Julio-2003 16-Sep
1051 16 Sel-Plex 4 10-Julio-2003 14-Sep
906 17 Sel-Plex 5 10-Julio-2003 13-Sep
1328 1 Selenito 1 15-Mayo-2003 27-Junio
1279 3 Selenito 1 29-Mayo-03 13-Ago
1222 Selenito 2 29-Mayo-03 03-Jul
1189 15 Selenito 3 12-Junio-2003 16-Ago
1244 2 Selenito 2 10-Julio-2003 16-Sep
1078 13 Selenito 3 03-Julio-2003 28-Sep
76 12 Selenito 4 03-Julio-2003 12-Oct
1058 4 Selenito 4 10-Julio-2003 Murio
1324 6 Selenito 1 10-Julio-2003 04-0Oct
1173 7 Selenito 3 10-Julio-2003 30-Sep
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Anexo 7. Resultados del analisis estadistico para los perfiles plasméticos de
selenio de los animales del estudio exploratorio
The Mixed Procedure

Model Information

Data Set WORK . SELENIO
Dependent variable SELENIO
Covariance Structure Compound Symmetry
Subject Effect ANIMAL (TRATAM)
Estimation Method REML

Residual variance Method profile

Fixed Effects SE Method Model-Based

Degrees of Freedom Method Between-Within

Class Level Information

Class Levels values

ANIMAL 10 12345678910

TRATAM 2 12

TIEMPO 5 7 14 21 28 35

Dimensions

Covariance Parameters 2
Columns in X 19
columns in Z 0
Subjects 17
Max Obs Per Subject 5
Observations Used 80
Observations Not Used 20
Total Observations 100

Convergence criteria met.

ES%imated R Matrix for ANIMAL(TRATAM) 1 1

Row co Ccol2 Ccol3 Col4 Ccol5s
1 1771.63 837.53 837.53 837.53 837.53
2 837.53 1771.63 837.53 837.53 837.53
3 837.53 837.53 1771.63 837.53 837.53
4 837.53 837.53 837.53 1771.63 837.53
5 837.53 837.53 837.53 837.53 1771.63
Estimated R Correlation Matrix for ANIMAL(TRATAM) 1 1
Row coll Col2 col3 Col4 Ccol5s
1 1.0000 0.4727 0.4727 0.4727 0.4727
2 0.4727 1.0000 0.4727 0.4727 0.4727
3 0.4727 0.4727 1.0000 0.4727 0.4727
4 0.4727 0.4727 0.4727 1.0000 0.4727
5 0.4727 0.4727 0.4727 0.4727 1.0000
Covariance Parameter Estimates
Cov Parm Subject Estimate
cs ANIMAL (TRATAM) 837.53
Residual 934.10
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Fit Statistics

Null Model Likelihood Ratio Test

DF
&

Chi-square
19.90

Pr >

chisq
<.0001

Type 3 Tests of Fixed Effects

Num Den
Effect DF DF F value
TRATAM 1 14 4.89
TIEMPO 4 55 0.47
TRATAM*TIEMPO 4 55 0.67
INICIAL 1 14 1.52
Least Squares Means
standard
effect TRATAM TIEMPO Estimate Error DF
TRATAM 1 128.17 10.1804 14
TRATAM 2 163.47 12.2629 14
TIEMPO 7 145.15 10.3805 55
TIEMPO 14 150.07 10.7054 55
TIEMPO 21 150.41 10.6913 55
TIEMPO 28 136.96 10.6892 55
TIEMPO 35 146.53 10.7079 SS
TRATAM*TIEMPO 1 7 124.40 13.3121 55
TRATAM*TIEMPO 1l 14 129.05 14.3331 55
TRATAM*TIEMPO 1 21 125.80 13.3121 55
TRATAM*TIEMPO 1 28 123.95 13.3121 55
TRATAM*TIEMPO 1 35 137.66 13.3121 55
TRATAM*TIEMPO 2 7 165.89 15.9465 55
TRATAM*TIEMPO 2 14 171.08 15.9465 55
TRATAM*TIEMPO 2 21 175.03 16.7439 55
TRATAM*TIEMPO 2 28 149.97 16.7357 55
TRATAM*TIEMPO 2 35 155.40 16.7962 55
Differences of Least Squares Means
Standard
effect TRATAM TIEMPO _TRATAM _TIEMPO Estimate Error
TRATAM 1 2 -35.3001 15.9571

Res Log Likelihood -361.7
Akaike's Information Criterion -363.7
Schwarz's Bayesian Criterion -364.5
-2 Res Log Likelihood 723.4

Pr>F
0.0441*
0.7599
0.6187
0.2378
t value Pr > |t]
12.59 <.0001
13.33 <.0001
13.98 <.0001
14.02 <.0001
14.07 <.0001
12.81 <.0001
13.68 <.0001
9.35 <.0001
9.00 <.0001
9.45 <.0001
9.31 <.0001
10.34 <.0001
10.40 <.0001
10.73 <.0001
10.45 <.0001
8.96 <.0001
9.25 <.0001
DF t value pr > |t]

14 -2.21 0.0441
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Anexo 8. Resultados del analisis estadistico para la actividad de la GSH-Px en
plasma de los animales del estudio exploratorio

Data Set

The Mixed Procedure

Model Information

Dependent Vvariable
Covariance Structure
Subject Effect
Estimation Method

Residual variance Method

Fixed Effects SE Method

Degrees of Freedom Method

Class

ANIMAL
TRATAM
TIEMPO

Class Level Information

Levels values

WORK.GSH

GSH

Compound Symmetry
ANIMAL (TRATAM)

REML

profile
Model-Based

Between-Within

10 12345678910
2 1 (TESTIGO) 2 (TRATADAS)
5 7 14 21 28 35

Dimensions

Covariance Parameters
columns in X
columns in Z
Subjects

Max Obs Per Subject

Observations Used

Observations Not Used

Total Observations

Convergence criteria met.

Estimated R Matrix for ANIMAL(TRATAM) 1 1

Row Coll
1 19610
2 2461.18
3 2461.18
4 2461.18
5 2461.18

Estimated R Correlation Matrix for ANIMAL(TRATAM) 1 1

Row Coll
1 1.0000
2 0.1255
3 0.1255
4 0.1255
5 0.1255

Cov
cs

Col2
2461.18
19610
2461.18
2461.18
2461.18

Col2
0.1255
1.0000
0.1255
0.1255
0.1255

Ccol3
2461.18
2461.18

19610
2461.18
2461.18

Ccol3
0.1255
0.1255
1.0000
0.1255
0.1255

Col4
2461.18
2461.18
2461.18

19610
2461.18

col4
L1255
.1255
;1255
.0000
.1255

oOrRoOoO

Covariance Parameter Estimates

Parm Subject

ANIMAL (TRATAM)

Residual

Estimate

2461.18
17149

Ccols
2461.18
2461.18
2461.18
2461.18

19610

Col5s
0.1255
0.1255
0.1255
0.1255
1.0000
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effect

TRATAM
TRATAM
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
“TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO

Effect
TRATAM

TRATAM

TRATAM
TESTIGO

Fit Statistics

Res Log Likelihood

Akaike's

Information Criterion

Schwarz's Bayesian Criterion

-2 Res Log Likelihood

-494.3
-496.3
-497.3

988.7

Null Model Likelihood Ratio Test

DF
1

chi-square

1.79

Pr > Chisq

0.1806

Type 3 Tests of Fixed Effects

Effect
TRATAM
TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
INICIAL

Label

LINEAR TREND
QUADRATIC TREND
CUBIC TREND

TESTIGO
TRATADAS

TIEMPO
7
14
21
28
35
TESTIGO 7
TESTIGO 14
TESTIGO 21
TESTIGO 28
TESTIGO 35
TRATADAS 7

TRATADAS 14
TRATADAS 21
TRATADAS 28
TRATADAS 35

Num Den
DF DF F value Pr > F
1 16 3.10 0.0976
4 59 4.59 0.0027*
4 59 2.03 0.1018
1 16 8.38 0.0105*
contrasts
Num Den
DF DF F value Pr>F
1 59 0.46 0.5008
1 59 2.82 0.0986
1 59 4.52 0.0377%

Least Squares Means

Estimate

Standard
Error

26.9198
26.3662
32.1736
32.1736
39.6106
32.9708
33.9478
44,7183
44.7183
62.2415
46.9427
49.5892
46.9917
46.9917
49.7275
46.9917
46.9917

DF t value

16 23.04
16 20.96
59 1753
59 18.37
59 17.75
59 15.03
59 17.04
59 12.72
59 14.01
59 13.06
59 11.46
59 11.20
59 11.90
59 11.82
59 11.93
59 9.64
59 12.81

Differences of Least Squares Means

TIEMPO TRATAM
TRATADO

TIEMPO Estimate

67.8061

Standard

AAAAAAAAAAAAAAAAA

DF t value Pr > |tl

Error
38.5378 16

1.76

0.0976
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Anexo 9. Resultados del analisis de correlacion para la concentracion de selenio
y la actividad de la GSH-Px en plasma de los animales del estudio exploratorio

The CORR Procedure

2 variables: SELENIO GSH_Px

Simple Statistics

variable N Mean std Dev sum M1 nimum Maximum Label
SELENIO 52 149.57231 51.62875 7778 49.58000 257.21000 SELENIO
GSH 57 589.85070 187.51784 33621 292.60000 49.58000 GSH

Pearson Correlation Coefficients
Prob > |r| under HO: Rho=0
Number of Observations

GSH SELENIO

GSH 1.00000 0.16955

0.2442

52 49

SELENIO 0.16955 1.00000
0.2442

49 57
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Anexo 10. Resultados del analisis estadistico para el contenido de selenio total en
las levaduras enriquecidas

Alltech México

Prueba F para varianzas de dos muestras
FESC ALLTECH MEXICO
Media 1277.731175 1000.25
varianza 1697.74076 9.016667
Observaciones 4 4
Grados de libertad 3 3
F 188.2891786
P(F<=f) una cola 0.000650835
valor critico para F (una cola) 9.276618584
F calculada > F critica (188.29 > 9.28)
Las varianzas son estadisticamente diferentes con un nivel de
confianza del 95%.

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales
FESC ALLTECH MEXICO
Media 1277.731175 1000.25
varianza 1697.74076 9.016667
Observaciones 4 4
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t 13.43314242
P(T<=t) una cola 0.000445975
valor critico de t (una cola) 2.353363016
P(T<=t) dos colas 0.000891951
valor critico de t (dos colas) 3.182449291
t calculada > t critica (13.43 > 2.35)
Las medias son estadisticamente diferentes con un nivel de
confianza del 95%
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BioTecApSa de C.V.

Prueba F para varianzas de dos muestras

FESC BIOTECAPSA
Media 1992 .489782 2000.1
varianza 5660.077783 21.766667
Observaciones 4 4
Grados de libertad 3 3
F 260.0342013
P(F<=f) una cola 0.000402071
valor critico para F (una cola) 9.276618584

F calculada > F critica (260.03 > 9.28)

Las varianzas son estadisticamente diferentes con un nivel de

confianza del 95%.

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

FESC BIOTECAPSA
Media 1992.489782 2000.1
varianza 5660.077783 21.766667
Observaciones 4 4
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de Tlibertad 3
Estadistico t -0.20192143
P(T<=t) una cola 0.426447577
valor critico de t (una cola) 2.353363016
P(T<=t) dos colas 0.852895153
valor critico de t (dos colas) 3.182449291

t calculada < t critica (-0.20 < 2.35)

del 95%

Las medias son estadisticamente iguales con un nivel de confianza
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Anexo 11. Resultados del anadlisis estadistico para los perfiles plasmaticos de
selenio de los animales del estudio comparativo

The Mixed Procedure

Model Information

Data Set WORK . SELENIO
Dependent variable SELENIO
Covariance Structure Compound Symmetry
Subject Effect ANIMAL (TRATAM)
Estimation Method REML

Residual variance Method profile

Fixed Effects SE Method Model-Based

Degrees of Freedom Method Between-Within

Class Level Information
Class Levels values
ANIMAL 28 76 812 860 899 906 944 1017
1051 1058 1078 1107 1112 1135
1173 1189 1205 1217 1222 1223
1236 1262 1275 1279 1320 1324
1339 1342 1408

TRATAM 3 123
TIEMPO 8 7 14 21 28 35 42 49 56
PARTOS 5 12345
Dimensions
Covariance Parameters 2
columns 1in X 42
columns 1in Z 0
Subjects 28
Max Obs Per Subject 8
observations Used 214
observations Not Used 26
Total Observations 240
Iteration History
Iteration Evaluations -2 Res Log Like Criterion
0 35 1833.55246779
1 2 1832.38585394 0.00000000
Convergence criteria met.
Estimated R Matrix for ANIMAL(TRATAM) 812 1
RoOw coll col2 col4 cols colb col?7 col8

0
781.59 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391

1

2 40.2391 781.59 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391
3 40.2391 40.2391 781.59 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391
4 40.2391 40.2391 40.2391 781.59 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391
5 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 781.59 40.2391 40.2391 40.2391
6 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 781.59 40.2391 40.2391
7 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 781.59 40.2391
8 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 40.2391 781.59

123



ANEXOS

Row

O~ W B

0.05148

Estimated R Correlation Matrix for ANIMAL(TRATAM) 812 1

Col2 Ccol3
0.05148 0
1.0000 4]
0.05148
0.05148 0.
0.05148 0.
0.05148 0
0.05148 0
0.05148 0

col4 col5s

.05148 0.05148 0.05148
.05148 0.05148 0.05148
1.0000 0.05148 0.05148
1.0000 0.05148
05148 0.05148 1.0000
.05148 0.05148 0.05148
.05148 0.05148 0.05148
.05148 0.05148 0.05148

colé
0.05148
0.05148
0.05148
0.05148
0.05148
1.0000
0.05148
0.05148

Covariance Parameter Estimates

Cov Parm
cs
Residual

Subject
ANIMAL (TRATAM)

Fit Statistics

Res Log Likelihood L
Akaike's Information Criterion
Schwarz's Bayesian Criterion
-2 Res Log Likelihood

Estimate
40.2391
741.36

-916.2
-918.2
=919,5
1832.4

Null Model Likelihood Ratio Test

DF chi-square
1 1.17

Pr > Chisq

0.2801

Type 3 Tests of Fixed Effects

Effect

TRATAM

TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
INICIAL
PARTOS

Label .
testigo vs selenio
organico Vs 1norganico
LINEAR TREND
QUADRATIC TREND

CUBIC TREND

CUARTO GRADO

QUINTO GRADO

col7
0.05148
0.05148
0.05148
0.05148
0.05148
0.05148
1.0000
0.05148

Pr.> F

r > F
L7917
.0155%
.0366*
.2839
.0643
.8546
.0301~

Num Den
DF DF F value
2 20 3.61 0.0457%
7 165 2.44 0.0210%
14 165 1.13 0.3337
1 20 8.75 0.0078*
4 20 1.28 0.3095
Contrasts
Num Den
DF DF F value
1 20 0.07
1 20 7.01
1 165 4.44
1 165 1.16
1 165 3.47
1 165 0.03
1 165 4.79

[aleleleleleTely:

col8
.05148
.05148
.05148
.05148
.05148
.05148
.05148
1.0000

ooO00Co000o
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Effect
TRATAM
TRATAM
TRATAM
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO

effect
TRATAM
TRATAM
TRATAM

TRATAM

L LA LA L L LA L L P N I B P B P B et e et e et e ot ot

TRATAM TIEMPO
1

Least Squares Means

TIEMPO Eg;imate
76.9130

93.3174

7 93.6381
14 80.2267
21 87.4931
28 93.8468
35 76.7794
42 89.2325
49 86.7534
56 69.3352
7 96.9925
14 76.0635
21 97.0535
28 89.6275
35 83.0675
42 83.0805
49 85.1175
56 59.0692
7 85.9132
14 84.1344
21 68.2722
28 79.5382
35 55.9520
42 77.8944
49 89.3802
56 74.2197
7 98.0086
14 80.4823
21 97.1536
28 112.37
35 91.3186
42 106.72
49 85.7626
56 74.7166

Standard
Error DF
3.9720 20
4.6783 20
3.8273 20
5.3362 165
5.4201 165
5.4866 165
5.3362 165
5.4774 165
5.4845 165
5.6670 165
6.0095 165
8.9701 165
8.9701 165
8.9701 165
8.9701 165
8.9701 165
8.9701 165
8.9701 165
9.4634 165
10.0189 165
10.0189 165
10.7025 165
10.0189 165
10.7096 165
10.7501 165
11.6074 165
12.6356 165
8.9049 165
9.4185 165
8.9049 165
8.9049 165
8.9049 165
8.9049 165
8.9049 165
8.9049 165

Differences of Least Squares Means

TRATAM _TIEMPO

ad L

Standard

Estimate Error
6.8459 6.1359
-9.5585 5.7376
-16.4044 6.1969

t value
112
-1.67
-2.65

Pr > |t]
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001

AAAAAAAAAAAAAAAAAAMAAAAAAAAMAAAAAAAANARA

Pr > |t
0.2778
0.1113
0.0155%
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Anexo 12. Resultados del andlisis estadistico para la actividad de la GSH-Px en
plasma de los animales del estudio comparativo

Fl
(=]
=

00~ B B

[e RN Ka ) TV, I S FVELN) ]

coll
12818
2376.57
440.64
81.6981
15.1476
2.8085
0.5207
0.09655

Coll
1.0000
0.1854

0.03438
0.006374
0.001182
0.000219
0.000041
7.532E-6

The Mixed Procedure

Model Information

Data Set WORK . GSH
Dependent Vvariable GSH

Covariance Structure Autoregressive
Subject Effect ANIMAL%TRATAM)
Estimation Method REML

Residual variance Method Profile

Fixed Effects SE Method
Degrees of Freedom Method

Class Level
Class Levels valu
ANIMAL 29

Model-Based
Between-Within

Information
es

76 812 860 899 906 944 1051

1058 1078 1107 1112 1135 1173
1189 1205 1217 1222 1223 1236
1244 1262 1275 1279 1320 1324

TRATAM
TIEMPO
PARTOS

%3%831339 1342 1408
7 14 21 28 35 42 49 56
1.2 3.4

o0

Dimensions
Covariance Parameters 2
Columns in X 42
Columns in Z 0
Subjects 29
Max Obs Per Subject
Observations Used
Observations Not Used 14
Total Observations

Iteration
0
1

Evaluations
1

Iteration History

-2 Res Log Like
2502.19136924

2 2496.30703724

Convergence criteria met.

Estimated R Matr1x1for ANIM&L(TRATAM) 812 1

Criterion

0.00000000

col2 col3 col$§ col6 col7
2376.57 440.64 81.6981 15.1476 2.8085 0.5207
12818 2376.57 440.64 81.6981 15.1476 2.8085
2376.57 12818 2376.57 440.64 81.6981 15.1476
440.64 2376.57 12818 2376.57 440.64 81.6981
81.6981 440.64 2376.57 12818 2376.57 440.64
15.1476 81.6981 440.64 2376.57 12818 2376.57
2.8085 15.1476 81.6981 440.64 2376.57 12818
0.5207 2.8085 15.1476 81.6981 440.64 2376.57

Estimated R Correlation Matrix for ANIMAL(TRATAM) 812 1
col3 col4

Col2 cols colé6 col7
0.1854 0.03438 0.006374 0.001182 0.000219 0.000041
1.0000 0.1854 0.03438 0.006374 0.001182 0.000219
0.1854 1.0000 0.1854 0.03438 0.006374 0.001182

0.03438 0.1854 1.0000 0.1854 0.03438 0.006374
0.006374 0.03438 0.1854 1.0000 0.1854 0.03438
0.001182 0.006374 0.03438 0.1854 1.0000 0.1854
0.000219 0.001182 0.006374 0.03438 0.1854 1.0000
0.000041 0.000219 0.001182 0.006374 0.03438 0.1854

col8
0.09655
0.5207
2.8085
15.1476
81.6981
440.64
2376.57
12818

Col8
7.532E-6
0.000041
0.000219
0.001182
0.006374

0.03438
0.1854
1.0000
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Effect
TRATAM
TRATAM
TRATAM
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO
TRATAM*TIEMPO

Cov Parm Subject
AR(1) ANIMAL (TRATAM)
Residual

Res Lo

Covariance Parameter Estimates
Estimate

Fit Statistics

_Log Likelihood
Akaike's Information Criterion

Schwarz's Bayesian Criterion
-2 Res Log Likelihood

0.1854
12818

-1248.2

-1250.2

12515
2496.3

Null Model Likelihood Ratio Test

DF
1

chi-square
5

.88

Pr > chisq
0.0153

Type 3 Tests of Fixed Effects

Num Den
Effect DF DF F value
TRATAM 2 Zl. 1.99
TIEMPO 7 176 2.83
TRATAM*TIEMPO 14 176 1.00
INICIAL 1 21 3.37
PARTOS 4 21 2.24
contrasts
Num Den
Label . DF DF F val
testigo vs selenio 1 21 2.
organico vs inorganico 1 21 1.
LINEAR TREND 1 176 2.
QUADRATIC TREND 1 176 0.
CUBIC TREND 1 176 0.
CUARTO GRADO 1 176 10.
QUINTO GRADO 1 176 g £

Least Squares Means

TRATAM TIEMPO Estimate
1 724.94
2 773.15
3 741.97
7 686.75

14 785.22

21 741.29

28 736.78

35 719.51

42 779.07

49 771.14

56 753.73

1 7 701.30
A 14 802.78
1 21 703.17
3 28 718.67
I 35 709.47
1 42 696.67
1 49 756.61
1 56 710.88
2 7 684.81
2 14 767.77
2 21 765.52
2 28 746.42
2 35 720.82
2 42 871.30
2 49 821.92
2 56 806.64
3 7 674.15
3 14 785.11
3 21 755.17
3 28 745.26
3 35 728.24
3 42 769.25
3 49 734.88
3 56 743.67

standard
Error DF
.3694 21
.4483 21
L1734 21
.2234 176
.2234 176
.2234 176
.2234 176
L2234 176
5795 176
9613 176
3337 176
3975 176
3975 176
3975 176
3975 176
3975 176
3975 176
3975 176
3595 176
8484 176
8484 176
8484 176
8484 176
8484 176
8528 176
5439 176
6609 176
9363 176
9363 176
9363 176
9363 176
9363 176
9363 176
9363 176
9363 176

Pr > F

0

.1616

0.0081%

0
0
0

.4577
.0806
.0996

cCoOooCCoCoOoOT

AAAAAAAAANANANAANAAN.
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Anexo 13. Resultados del analisis de correlacion para la concentracion de selenio
y la actividad de la GSH-Px en plasma de los animales del estudio exploratorio

variable
SELENIO
GSH

variable
SELENIO
GSH

The CORR Procedure

2 Vvariables: SELENIO GSH

Simple Statistics

N Mean std Dev Sum Minimum Maximum
78 82.18996 25.96266 6411 30.60633 155.87700
85 750.32696 126.18879 63778 326.68464 1031

Pearson Correlation Coefficients
Prob > |r| under HO: Rho=0
Number of Observations

SELENIO GSH
SELENIO 1.00000 0.01402
SELENIO 0.9036
78 T
GSH 0.01402 1.00000
GSH 0.9036
---------------------------- TRATAMIENTO=SEL-PLEX-----==-===--o-c--"
The CORR Procedure
2 variables: SELENIO GSH
Simple Statistics

N Mean std Dev Sum Minimum Maximum
89 92.87064 32.14140 B265 44 .27174 190.50558
89 745.75048 110.51645 66372 468.81000 1110

pearson Correlation Coefficients
Prob > |r| under HO: Rho=0
Number of Observations
SELENIO GSH
SELENIO 1.00000 -0.07583
SELENIO 0.4825
89 88
GSH -0.07583 1.00000
GSH 0.4825
88 89

Label
SELENIO
GSH

Label
SELENIO
GSH
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