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INTRODUCCION

Los minerales denominados esenciales son requeridos basicamente para el funcionamiento

normal de todos los procesos bioquimicos en el organismo.

Aquellos que se requieren en mayor cantidad son referidos como macrominerales y este grupo
incluye al Calcio, Fésforo, Sodio, Cloro, Potasio, Magnesio y Azufre. Aquellos elementos
requeridos en cantidades menores son referidos como minerales traza. Este grupo incluye al
cobailto, cobre, yodo, hierro, manganeso, molibdeno, selenio, zinc, y quiza al cromo y al flior
(NRC 2001).

Los minerales cumplen un importante papel en la nutricidn porque aunque no proporcionan
energia son esenciales para la utilizacion y sintesis bioldgica de nutrientes. En muchos establos
lecheros existen problemas de deficiencia de uno o mas de ellos; sin embargo, los cuadros
carenciales se presentan en forma subclinica pro lo que no son faciimente diagnosticados. Este
tipo de deficiencia podria causar perdidas importantes en produccién de leche debido a que los
minerales cumplen un rol importante en la sintesis misma de la leche, en el metabolismo y la

salud en general del animal.

Huerta (2002) menciona que la situacion del metabolismo mineral en rumiantes en pastoreo
depende de las caracteristicas del suelo, de las especies forrajeras, del tipo de produccion y de
las practicas de manejo de los forrajes y animales. Diversas regiones de México presentan
deficiencias naturales de minerales, las cuales pueden ser agravadas por las -practicas de
manejo. La extraccion continua de productos animales, sin la reposicion de minerales al suelo,
provoca su empobrecimiento. Asimismo, la intensificacién de la produccion mediante sistemas
de pastoreo modernos o practicas de fertilizacion con macro-elementos provoca que las
reservas de micro-elementos en el suelo disminuyan. Por otro lado, el incremento de la
produccion mediante el mejoramiento genético incrementa las demandas de minerales en los
animales. Por estas razones, la necesidad de suplementar minerales a los animales en

pastoreo es cada vez mayor.

La funcién bioquimica del yodo en los mamiferos es como un componente de las hormonas
tiroideas las cuales son necesarias para el crecimiento y desarrollo normal (Zagrodzki et al.,
1998).



La Tiroxina (T4), el principal producto de la glandula tiroides es biolégicamente inactiva pero la
5-monodesyodacién de T4 produce el metabolito activo, Triyodotironina (T3). Las enzimas
desyodinasas responsables de la conversion de T4 a T3 son selenoenzimas que contienen
selenio en forma de selenocisteina en sus sitios activos (Arthur et al 1991). La participacion del
selenio en la regulacion del metabolismo de las hormonas tiroideas es el fundamento de las
interacciones entre las deficiencias de selenio y de yodo (Beckett y Arthur 1994; Larsen y Berry
1995; Arthur et al, 1996). Adicionalmente, se requiere de peroxido de hidrégeno para la
oxidacion del yodo antes de la yodacion de los residuos de tirosina en la sintesis de las
hormonas tiroideas. De la misma forma en que es esencial, el peréxido de hidrégeno es
potencialmente dafino para las células tiroideas, las cuales son protegidas por glutation
peroxidasas intracelulares que contienen selenio. El selenio es también un componente de la
glutatién peroxidasa extracelular, una enzima que puede regular la funcién tiroidea modulando

los niveles de peréxido de hidrégeno en el lumen folicular (Zagrodzki et al., 1998).

Las manifestaciones clinicas de la deficiencia de yodo incluyen el bocio, deterioro del desarrollo
cerebral, trastornos reproductivos, mortalidad postnatal y retardo en el crecimiento, desordenes
en el tegumento, y baja produccién de leche (Underwood y Suttle, 1999). Por su parte, la
deficiencia de selenio esta relacionada con diferentes enfermedades y desordenes en el
ganado como la enfermedad del musculo blanco, la retencién placentaria, abortos, mortinatos,
debilidad neonatal, diarrea, desmedro, supresion de la respuesta inmune, y problemas de

infertilidad (Gates y Johnson).

En la mayor parte del mundo, el yodo es un componente escaso en el suelo y por lo tanto hay
poco en los alimentos. Por su parte, la deficiencia de Selenio se ha reportado en forrajes de
Veracruz (Barradas, 1980), Hidalgo (Spross, 1982; Strouth, 1985), Texcoco e Hidalgo
(Escobosa et al., 1978), Toluca (Diaz et al., 1994), y Tlaxcala. (Ramirez, 1995). La deficiencia
afecta principalmente a caprinos (Ramirez, 1995), ovinos (Diaz et al., 1994) y bovinos (Rosiles
et al.,, 1993; De Aluja, 1981).

Por lo antes expuesto, es de interés el desarrollo de un sistema capaz de aportar en forma
controlada Yodo y Selenio considerando las necesidades de los animales productores de
alimentos, principalmente carne y leche, y los problemas asociados con la administracién de
medicamentos y suplementos a estos animales, el mercado potencial es enorme y representa
una oportunidad Unica para el desarrollo de formulaciones practicas y efectivas. Este proyecto
visualiza el desarrollo de un dispositivo intrarruminal de liberacién prolongada para la

suplementacion de Yodo y Selenio a ganado bovino lechero.
VI



1. YODO

La deficiencia de yodo resuita en una anormalidad clinica caracterizada por el aumento en el
tamafio de la glandula tiroides o “bocio”, faciimente reconocido y especifico de esta deficiencia.
Los intentos por tratar el bocio se remontan a cientos de afos atras, pero la relaciéon entre el
yodo y el bocio emergié en el siglo XIX con el descubrimiento de que las sales de yodo podian
ser usadas exitosamente para el tratamiento del bocio en humanos y que la presencia de bocio
endémico estaba inversamente correlacionado con las concentraciones de yodo en el suelo,
alimentos y agua. Las manifestaciones resultaban similares a las que se presentaban en
animales y ambas respondian a la administracion de extractos de la glandula tiroides. Se
demostré entonces que el yodo era constituyente normal del cuerpo, altamente concentrado en
la glandula tiroides y disminuido en concentracion en glandulas tiroideas con bocio. Unos 20
anos después de estos descubrimientos, el principio activo de la glandula tiroides fue aislado,
identificado como tetraiodotironina (T4) y nombrado como Tiroxina (Harington, 1953).
Posteriormente se demostréd la existencia de la triiodotironina (T3) que circulaba en sangre a
bajas concentraciones, la cual posee tres a cuatro veces mas potencia que la tiroxina. Extensas
areas deficientes en yodo fueron descubiertas en todo el mundo, y el bocio fue gradualmente
controlado a través de ia suplementacion de yodo en la sal. Mas recientemente la atencion se
ha centrado sobre los efectos adversos provocados por la deficiencia de yodo sobre el
desarrollo del sistema nervioso central, que puede ocurrir tanto en humanos como en animales
de granja (Hetzel, 1991), y también la asociacion fisioldgica del selenio en el metabolismo del
yodo (Beckett y Arthur, 1994)

Los factores que limitan la capacidad de la tiroides humana para mantener su estructura y
funcion, aplican igualmente a los animales de granja y responden a la suplementacion de yodo.
Estos factores son:
a) Una gran deficiencia ambiental de yodo
b) La presencia de constituyentes en la dieta, lamados bociégenos (goitrogenos), los
cuales interfieren con la sintesis de hormona tiroidea limitando la capacidad de la
glandula para “atrapar” yodo o para incorporar este yodo en sustancias activas.
c) El suministro en la dieta de otros elementos traza, como el selenio o hierro, que
tienen influencia sobre el metabolismo del yodo.

d) Factores ambientales, como el estrés por frio que incrementa el metabolismo basal.



Como factor central en la regulacion metabélica la actividad de la tiroides tiene influencia sobre
funciones productivas, como la produccion de leche, huevo, lana, y el desempefio o la funcion
reproductiva (Underwood y Suttle, 1999).

1.1. Yodo en Forrajes

Las plantas contienen yodo en cantidades muy vanables, debido a diferencias en especie,
condiciones climaticas, temporada (estacion del afno), y en menor grado al tipo de suelo y al
tratamiento de fertilizacion recibido; las interacciones entre estos factores también son
importantes. Suelos con altas concentraciones de yodo, como los de arcilla y los aluviales,
generalmente producen plantas mas ricas en el elemento, que suelos con bajos niveles de yodo
como aquellos denvados del granito (Groppel y Anke, 1986), y la composicién botanica de las

pasturas puede influenciar enormemente el consumo de yodo.
1.2. Alimentos para el Ganado

Los alimentos para el ganado varian enormemente en su contenido de yodo. Los cereales y
harinas de oleaginosas son pobres en el elemento y las harinas de pescado extremadamente
ricas. La concentracion de yodo en las algas marinas puede ser tan alta como 4-6 g/kg DM
(matena seca) y pueden obtenerse enormes incrementos en el contenido de yodo en leche o
huevo alimentando vacas o gallinas con grandes cantidades de algas marinas (Underwood y
Suttle, 1999).

1.3. Yodo en Leche

El contenido de yodo en la leche es extremadamente variable en todas las especies, debido a la
facilidad con que este elemento pasa la barrera mamaria. La concentracién de yodo en la leche
bovina se incrementa linealmente con el consumo en la dieta, la recuperacion en leche es de
aproximadamente el 30% del consumo. El contenido de yodo en la leche esta influenciado
tambien por la etapa de lactacion. El calostro es de dos a tres veces mas rico en yodo que la
leche promedio de una la lactacion completa y existe una caida en la concentracion hacia el
final de la lactacion (Underwood y Suttle, 1999).



1.4. Metabolismo del Yodo

Al igual que todos los elementos anionicos, el yodo es absorbido eficientemente desde el tracto
gastrointestinal y esto permite que el yodo secretado antes de los sitios de absorciéon sea
reciclado. Mientras que el fésforo en los rumiantes es reciclado por la saliva, el yodo es
reciclado con la secrecién en el abomaso (Miller et. al. 1974). El yodo absorbido es transportado
en sangre unido débilmente a proteinas plasmaticas. La actividad de una sodio-potasio ATPasa
en la glandula tiroides captura el 90% del yodo que pasa a través del 6rgano (Hetzel y Welby,
1997). Aproximadamente el 80% del yodo en los mamiferos se encuentra en la glandula
tiroides, pero parte se acumula en otros tejidos como musculo e higado cuando es consumido

en exceso (Downer et al, 1981).

1.4.1. Manifestaciones Bioquimicas de la Privacion (pérdida o suspension) de Yodo

Con la privacién de yodo, ocurren una serie de cambios bioquimicos. En la fase de deplecion
inicial, las concentraciones de yodo en la tiroides declinan; aunque el 6rgano es pequeno ( 4g
peso seco en la vaca adulta), la cantidad de yodo almacenado puede ser sustancial (8-16 mq)
en relacion a la cantidad minima necesaria por dia (0.3 mg de yodo/ dia en vaquillas; McCoy et
al, 1997). Durante la fase de deficiencia, las formas de yodo presentes en la glandula tiroides
cambian desproporcionalmente en un intento por mantener la homeostasis del yodo y por
utilizar el limitado suministro en forma mas eficiente. Los cambios incluyen una sintesis
preferencial de T3 sobre T4 y un incremento en la proporcion de T1 a T2. Cambios adaptativos
en las actividades de selenoenzimas confirman su participacion en la funcion tiroidea. Un
incremento entre 10 a 12 veces en la actividad de ID1 ha sido reportada en la tiroides de
vaquillas y sus crias recién nacidas, privadas de yodo (Zagrodzki, 1998). El incremento en la
actividad de la Glutation Peroxidasa Citosdliica en la tiroides refleja el incremento en la

generacion de peroxidos en una glandula hiperactiva.

1.4.2. Manifestaciones Clinicas de la Disfuncién Tiroidea

Bocio. La manifestacién clinica obvia de la privacion de yodo es el crecimiento de la glandula
tiroides, el grado de aumento en su tamaifio se incrementa con el grado y la duracion de la
privacion de yodo. Este fendmeno representa un intento por compensar la deficiente produccion
de hormonas tiroideas. El bocio se manifiesta predominantemente en animales recién nacidos

(Underwood y Suttle, 1999).
3



Deterioro del desarrollo cerebral. Estudios con ovejas prefiadas alimentadas con una dieta

extremadamente deficiente (5-10 pg de yodo/kg DM) mostraron que la deficiencia puede
resultar en un deterioro del desarrollo cerebral en el feto, incremento de nacidos muertos y sin
lana. Las anormalidades cerebrales son revertidas proporcionando yodo durante el tercer
tnmestre (Potter et al, 1981, 1982).

Trastornos reproductivos. El desarrollo fetal puede detenerse en cualquier etapa durante la

disfuncién tiroidea resultando en muerte temprana y absorcion embrionaria, aborto, mortinatos,
o el nacimiento de productos débiles sin pelo con bajo peso al nacer, pero tales problemas no
son indicadores inequivocos de la deficiencia en yodo (Smyth et al, 1992). La necesidad de las
hormonas tiroideas para producir surfactante pulmonar puede ser un factor importante que
determine la viabilidad del recién nacido (Erenberg et al., 1974). La infertilidad o esterilidad y
pobres tasas de concepcion con estro irregular o suprimido, pueden ser manifestaciones de
disfuncion tiroidea en vacas y han sido atribuidas al aumento en la pérdida de yodo en el pico
de la lactacién, poco después de ocurrido el apareamiento (Hemken, 1960). La fertilidad de los
machos también resulta afectada, con disminuciéon en la libido y deterioro de la calidad del
semen como caracteristicas de una deficiencia de yodo en carneros y toros. En machos
privados de yodo, los testiculos permanecen pequenos y sin espermatozoides (Underwood y
Suttle, 1999).

Mortalidad postnatal y retardo en el crecimiento. En areas donde la deficiencia de yodo es poco

severa, la presencia de bocio clinico es baja y variable de acuerdo con la estacion del ano, la
productividad animal puede verse severamente perjudicada. En un rebafo de ovejas Polwarth
en Tasmania con sdlo un minimo aumento en el tamano de la tiroides, fue reportada una
mortalidad de corderos del 36% (King, 1976). Mejoras significativas en el peso al nacer, tasa
de sobrevivencia y tasa de crecimiento de corderos merino se obtuvieron en Queensiand
cuando se les suministré yodo adicional (Knights 1979). Estos hallazgos junto con los de
Andrewartha et al., (1980) en el este de Australia y McGowan (1983) en Nueva Zelanda,
sugieren la posibilidad de respuestas significativas en produccion, con la suplementacion de
yodo, en areas donde la presencia de bocio es ligera. Dada la importancia en la termogénesis
del tejido adiposo pardo (BAT, Brown Adipose Tissue) para los animales nacidos en ambientes
frios, la deficiencia de yodo puede aumentar la susceptibilidad al estrés por frio (Arthur et al.,
1992).



Desordenes en el tequmento Se han sefialado cambios en la piel, pelo, lana y plumas en la

disfuncion tiroidea. Cerdos y becerros nacidos de madres privadas de yodo frecuentemente no
tienen pelo y poseen una piel delgada y gelatinosa debido a edema subcutaneo. Este fue uno
de los primeros signos de deficiencia en animales de granja en regiones bociégenas y ha sido
experimentalmente reproducido en lechones (Sihombling, 1974). Deficiencias menos severas
reflejan cambios menores, como piel aspera y seca, lana escasa y poco pelo. La cantidad y
calidad reducida de la lana en ovejas ha sido ampliamente relacionada con el bocio. La
insuficiencia tiroidea en el animal joven, perjudica permanentemente la calidad de la lana en el
adulto, debido a que el desarrollo normal de los foliculos secundarios productores de lana,
requiere de una actividad tiroidea superior a la necesaria para el crecimiento corporal general
(Ferguson et al., 1956). La suplementacién de yodo en ovejas carenciadas ha incrementado la

produccion de lana en 6% (Statham y Koen, 1981).

Baja produccién de leche. La reduccion en la produccion de leche es caracteristica importante

de la deficiencia de yodo en vacas lecheras y pueden ocurrir en todos los mamiferos. El estado
hipotiroideo inducido por la alimentacion prolongada con alimentos bociégenos, es acompanada
por pérdida del apetito, perjudicando el crecimiento y deprimiendo la produccion de leche (Hill,
1991)

1.5. Requerimiento de Yodo

1.5.1. Mantenimiento.

La produccién diaria de tiroxina en ganado no lactante, en crecimiento y adulto es de 0.2 a2 0.3
mg de tiroxina/100 kg de peso corporal, que corresponde a 0.13 a 0.2 mg de yodo (Miller et al.,
1988). Miller et al. (1988) sugirieron que aproximadamente 30% del yodo de la dieta es utilizado
por la glandula tiroides para sintetizar tiroxina y que a su vez 15% del yodo que es usado para
sintetizar la hormona cada dia proviene del reciclado de la degradacion de tiroxina secretada
previamente, por lo tanto, aproximadamente 0.6 mg de yodo/100 kg de peso corporal son
requendos para cubrir los requerimientos de sintesis. La prefiez no incrementa los
requerimientos de yodo para la produccion de tiroxina (Miller et al., 1988). Asumiendo que la
ingesta en base seca de una vaca gestante no lactante de 600 kg es 1.8% de su peso corporal,
la dieta debe contener 3.6 mg de yodo/10.8 kg de alimento en base seca o 0.33 mg de yodo/kg
de alimento en base seca (NRC, 2001).



1.5.2. Lactacién.

La velocidad de produccion de tiroxina se incrementa 2.5 veces en vacas lactantes (Sorensen,
1962). Esto incrementa el requerimiento de yodo de la vaca lactante a 1.5 mg/100 kg de peso
corporal. Asumiendo que la ingesta en base seca de una vaca lactante es de aproximadamente
el 3.3% de su peso corporal, la dieta de una vaca lactante debe contener 0.45 mg de yodo/kg
de materia seca (NRC, 2001).

2. SELENIO

2.1. Quimica del Selenio

El Selenio fue descubierto en 1817 por el quimico sueco, Jons Jacob Berzelius, mientras
analizaba un deposito rojo sobre la pared de camaras de plomo usadas en la produccion de
acido sulfurico. El selenio esta clasificado como un “metaloide” que se encuentra entre el azufre
y el telurio en el grupo VIA y entre el arsénico y el bromo en el periodo 4 de la tabla periodica. El
selenio se parece mucho al azufre en sus propiedades quimicas, tamaiio atémico, energias de
enlace, potenciales de ionizacién y afinidades electrénicas. La principal diferencia que existe
entre estos dos elementos es que el selenio existe en una forma reducida tetravalente (cuatro
valencias) y también hay diferencia en acidez. El acido selenhidrico (H,Se) es un acido mas
fuerte (pKa = 3.7) que el acido suffurico (H,S, pKa = 6.9). Debido a esta caracteristica, el
selenio en forma de compuestos de selenol (R-SeH) se disocia rapidamente (facilmente) a pH
fisiologico lo que resulta importante para su actividad en las reacciones cataliticas. El selenio
existe también en varios estados de oxidacién y estos permiten la formacion de diversos
compuestos organicos de selenio (dimetilselenuro, trimetilselenio) y aminoacidos

(seleniometionina, selenocisteina) (Tinggi, 2003).

En organismos vivos, en contraste a los complejos de metales con proteinas, el selenio no esta
unido por coordinacion sino por enlaces covalentes entre carbén y selenio (C-Se). Las especies
de selenio “in vivo” pueden agruparse como lo muestra el Cuadro 1. Pueden dividirse en dos

categorias: productos enzimaticos y productos génicos (de genes).



1.5.2. Lactacion.

La velocidad de produccién de tiroxina se incrementa 2.5 veces en vacas lactantes (Sorensen,
1962). Esto incrementa el requerimiento de yodo de la vaca lactante a 1.5 mg/100 kg de peso
corporal. Asumiendo que la ingesta en base seca de una vaca lactante es de aproximadamente
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2. SELENIO

2.1. Quimica del Selenio

El Setenio fue descubierto en 1817 por el quimico sueco, Jons Jacob Berzelius, mientras
analizaba un deposito rojo sobre la pared de camaras de plomo usadas en la produccion de
acido sulfurico. El selenio esta cfasificado como un *metaloide” que se encuentra entre el azufre
y €l telurio en el grupo VIA y entre el arsénico y el bromo en el periodo 4 de |a tabla periddica. €|
selenio se parece mucho al azufre en sus propiedades quimicas, tamano atomico, energias de
enlace, potenciales de ionizacion y afinidades electrénicas. La principal diferencia que existe
entre estos dos elementos es que el selenio existe en una forma reducida tetravalente (cuatro
valencias) y también hay diferencia en acidez. El dcido selenhidrico (H,Se) es un acido mas
fuerte (pKa = 3.7) que el acido suffurico (H,S, pKa = 6.9). Debido a esta caracteristica, el
selenio en forma de compuestos de selenol (R-SeH) se disocia rapidamente (faciimente) a pH
fisiolégico lo que resulta importante para su actividad en las reacciones cataliticas. El selenio
existe también en varios estados de oxidacidn y estos permiten la formacién de diversos
compuestos organicos de selenio (dimetilselenuro, trimetilselenio) y aminoacidos

(seleniometionina, selenocisteina) (Tinggi, 2003).

En organismos vivos, en contraste a los complejos de metales con proteinas, el selenio no esta
unido por coordinacion sino por enlaces covalentes entre carbon y selenio (C-Se). Las especies
de selenio “in vivo” pueden agruparse como lo muestra el Cuadro 1. Pueden dividirse en dos

categorias: productos enzimaticos y productos génicos (de genes).



Los pnmeros se presentan como resultado de reacciones enziméticas como reduccion,
metilacion, y de reacciones que llevan a la sintesis de selenoaminoacidos. El selenio es
incorporado en productos génicos, de acuerdo con el codén UGA que codifica al residuo
selenocisteinil. Las selenoproteinas por lo tanto contienen selenio en forma de residuos
selenocisteinil, las proteinas que contienen este elemento en forma de residuos de

selenometionil no son dasificadas formalmente como selenoproteinas. (Lobinski et al., 2000).

Cuadrol. Especies de Selenio en Organismos Vivientes

Selenio en proteinas

Selenoproteinas Residuos selenocisteinil

Proteinas conteniendo selenio | Residuos selenometionil l

| Otras Especies de Selenio

| Selenio inorganico 'Selenito (Se057), selenato (Se0.%)

'Selenio metilado Monometilselenol,  dimetilselenuro,

iones trimetilselenonio

| Selenoaminoacidos Selenocisteina, selenometionina,

Se-metilselenocisteina,

selenoglutation

2.2. Metabolismo del Selenio en Plantas

Ellis y Salt {2003) mencionan que ell selenio es principalmente tomado del suelo por las plantas
como selenato (Se0,*) o selenito (Se0,*). El selenato compite directamente con el sulfato
respecto de su absorcion por la planta. Después de su absorcion, ha sido propuesto que el
selenato es primeramente transportado a los cloroplastos, en donde es procesado en la ruta de
asimilacion del azufre (Leustek et al., 2000). Se piensa que el selenato es activado por la ATP
sulfurilasa, formando adenosina 5'-fosfoselenato (APSe) (Shaw y Anderson, 1999), y despues
reducido a selenito por la adenosina S'-fosfosuffato reductasa (APS). Una vez que el selenato
es reducido a selenito, existe fuerte evidencia que sugiere que es reducido de forma no-

enzimatica a selenuro por glutation.



La existencia de esta ruta no enziméatica para la reduccion de selenito a selenuro explica porqué
el selenito es asimilado con mayor facilidad por las plantas que el selenato. (De Souza et al.,
1998). La reduccién de selenito resutta en la produccidn de selenoaminoacidos, como la
selenocistelna y selenometionina. La incorporacién no especifica de selenoaminoacidos en las

proteinas contribuye a su toxicidad ( Brown y Shnift, 1981).

Una vez sintetizada por la nuta biosintética de la metionina, (a selenometionina puede ser

metilada y convertida a dimetilselenuro (DMSe) y entonces volatilizada (Tagmount et al., 2002).
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Figura 1. Ruta de asimilacion de sulfato y ruta propuesta para fa asimifacién de selenato en

plantas superiores. (Ellis y Salt, 2003)

La localizacion subcelular de las reacciones desde SMT (selenometiltransferasa) en adelante no ha sido
confirmada Los compuestos volatiles estan dentro de cajas sombreadas. Los compuestos que se sugiere
astan involucrados en las rutas pero no han sido identificados se presentan en ifdlicas. La flecha con
linea discontinua indica reacciones que han sido sugeridas pero faltan datos que la soporten. La
produccién de McysSO (metilcisteina sufféxido) ha sido identificada sotamente en miembros del genero
Brassica y Raphanous . La presencia de miembros de la famifia de cisteina sulfoxido liasa ha sido
identificado solamente en miembros del genero Allium and Brassica. |.as enzimas que convierten SMM y
SeMM a DMSeP y DMSP estan localizadas en el cloroplasto. APS, adenosine 5'-fosfosulfato; Cys,
cisteina; DMDS, dimetildisulfuro; GMSeC, glutamil-metilselenocisteina; GSH, giutation oxidado;, GSSG,
glutation reducido; Meth, metionina; MSeCSe0, metilselenocystsina selenooxido. (Eflis y Salt, 2003).



2.3. Metabolismo del Selenio en Mamiferos

El destino metabdlico del selenio en el cuerpo humano se ilustra esquematicamente en la
Figura 2. El selenio inorganico es reducido al intermediario clave selenuro de hidrogeno (H.Se)
y/o en especies muy relacionadas que son incorporadas en selenoproteinas después de ser
transformadas a selenofosfato y selenocisteinil tRNA de acuerdo con et codén UGA codificando
el residuo de selenocisteinil, o excretado en la ornna después de ser transformado en

metabolitos metitados de selenuro. (Lobinski et al., 2000)

SeMet o —* Met e Proteinas

l reserva conteniendo-Se

Se - homocisteina

!

Se - cistationina
Ruta Regulada

) Selenoproteinas
5e0, SeCys < GPx, Sel P, DI, TR

! ; |

SeO‘,z' — H28e

L

Orina <+—— CH38 eH Se-fosfato
1 Ser 5<Cys {RNA
Aliento <+«— (CH,),Se ./

l

Orina «—— (CH,),Se’ SeCys SeCys tRNA

Figura 2. Destinc Metabdlico del Selenio en el Cuerpo Humano (Lobinski et al., 2000)
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2.4. Selenio Inorganico: Selenito vs Selenato

Los mamliferos pueden utilizar selenio organico e inorganico como fuentes nutricionales de
selenio, y el selenito es una forma inorganica representativa (Thomson et al., 1973). El selenito
es utilzado para la sintesis de selenoproteinas en el cuerpo después de haber sido reducido al
intermediario “selenuro® o a un equivalente (Ganyher 1971; Hsieh y Ganyher 1977; Susuki et
al.,1999), el cual es entonces incorporado en el grupo selenol del selenocisteirit tRNA e
incorporado en las selenoproteinas en comespondencia al codon UGA (Esaki et al., 1982;
Tanaka et al., 1985; Hill et al,, 1993; Martin et al., 1996). El selenio es excretado después de
que el intermediario comin ha sido mefilado (Byard 1969, Palmer 1969, ltch 1997, Shiobara
1998).

Estudios recientes revelan gue el selenito y el selenato son metabolizados de forma diferente
en sangre; el selenito es rapida y selectivamente capturado y reducido por los (Suzuki et al.
1998; Shiobara et al., 1999) se transfiere al plasma en forma de selenuro y se une
selectivamente a la albamina (Suzuki et al.. 1998; Suzuki e Itoh 1997, Shiobara y Suzuki1998).
y es tomado por el higado (Sandhoim 1973, Suzuki et al.. 1999). Por otro lado, el selenato es

tomado directamente por el higado sin haber sido procesado en sangre (Shiobara et al.,. 1999).

Aunque selenato y selenito son metabolizados de forma diferente en sangre, una vez que son
tomados por el higado, parecen ser metabolizados cast de la misma manera y con simitar

eficiencia. Las principales diferencias en el metabolismo entre selenato y selenito son.

a) E) selenato es transferido directamente al higado, mientras que el selentto es
metabolizado (reducido) en sangre a selenuro y entonces iransferido hacia el higado
unido a albumina (Shiobara et ai., 1999; Suzuki el al., 1999).

b) La forma reducida de selenio unida a albumina es susceptible de oxidacion. dando
selenito jn vitro y probablemente in vivo. En el Uitimo caso. el selenito parece circular
entre el plasma y los eritrocitos, produciendo continuamente un agente activo (H,Se
— Se0;%, es decir, Se* — Se*'), el cual parece producir especies reactivas de
oxigeno (Garberg et al.. 1988; Kramer y Ames 1988; Seko et al, 1989. Yan y
Spallholz 1993; Terada et al., 1999). Esto parece explicar la accion mas toxica del

selenito que la de selenato, especiaimente en sangre.
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¢) Ambos compuestos de selenio parecen ser utilizados con similar eficiencia en forma
de selenoproteinas o excretados en forma de metabolitos metilados por el higado.

d) El selenato es tomado por el higado o fitradc por el glomérulo. El pimero es
utilizado para la sintesis de selenoproteinas o es excretado después de ser metilado,

el segundo puede ser excretado directamente en la orina en forma de selenato.

e) El selenito es captado en forma selectiva y rapida por los eritrocitos, reducido a
selenuro y transferido al plasma y a la albumina, para ser finalmente captado

selectivamente por el higado.

SANGRE ERITROCITO Alb Alb
Albumina-"SeH - ( _»
. "': : s—5- SSG S S
H*Se™<"5e0,? A e,
)t SeR

Reducldo
Atbumina "SeQ4”

HIGADO '*Se “SeH

NB2.SQOJ

Circulaclion Sistéemica

Selonoproloina P alb m

7

1 -—i Selenoproteina P ‘
Eritrocito
SeCysARNA
Sintesis de proteinas
Hlgado

Figura 3. Esquemas propuestos para et destino metabdlico del selenio

inyectado a sangre en forma de selenito.

El selenio es incorporado en los eritrocitos. Reducido a selenuro o un equivalente, transferido al
plasma en donde se fija selectivamente a la atbimina. B selenuro unido a albumina es
transferido al higado e incorporado en selenoproteinas como Selenoproteina P (Sel P) o
glutation peroxidasa extracelular (eGPx). Las dos selenoproteinas son excretadas al plasmia
(Suzuki e Ttoh, 1997).
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El selenito es utilizado con mayor eficiencia que el selenato. El selenato es utilizado con menor
eficiencia, aproximadamente 0.25 comparada con selenito en sangre total, en administracién
parenteral (Kobayashi et al., 2001).

El selenuro se une selectivamente a una isoforma de la albumina, a través de uno de los 17
enlaces disulfuro intramoleculares de esta proteina, que es conformacionalmente diferente de
sus formas pnncipales y se presenta sélo en cierto. Las globulinas pueden compensar la

ausencia de albumina cuando la dosis de selenio es baja (Shiobara y Suzuki, 1998).

Shiobara y cols. (2000) midieron el intercambio de selenio enddgeno por selenio proveniente de
la dieta en forma de *Se-selenito en cuatro érganos, cerebro, higado, rifiones y testiculos. Sus
estudios revelaron que el intercambio metabdlico de selenio en las selenoproteinas ocurre
principalmente en el higado (mas del 83%). La velocidad de intercambio de selenio en los
testiculos fue baja comparada con higado y rifiones, sugiriendo que el selenio en los testiculos
se encuentra en una forma que es dificil de intercambiar. Esta observacion coincide con
observaciones recientes de que e! selenio en testiculos esta presente en forma de fosfolipido
hidroperdxido glutation peroxidasa (PHGPXx), y que tiene un papel dual como enzima y proteina
estructural. Por otra parte, el selenio en cerebro es intercambiado constantemente con el
extemo a pesar de que el cerebro modifica muy poco su peso, es decir, las neuronas no
proliferan y no hay intercambio activo de proteinas en comparacion con et higado (Shiobara et
al., 2000).

2.5. Selenio Orgéanico

El selenio ingendo en la dieta en una forma organica, por ejemplo, selenocisteina (SeCys),
selenometionina (SeMet) o un equivalente, es utiizado para la sintesis de selenoproteinas
después de que estos selenoaminoacidos han sido metabolizados por una liasa para producir el
intermediario comun selenuro, seguido por la formacién de SeCys-tRNA e incorporado entonces
en selenoproteinas (Esaki et al., 1982; Tanaka et al., 1985; Hill et al., 1993; Martin et al., 1996)

A parte de esta ruta, que fleva a la sintesis de selenoproteinas como productos génicos, 1a

selenometionina (SeMet) también puede ser utilizada sin ser distinguida de la metionina (Met) &
incorporada en proteinas generales en lugar de Met (Sunde 1990; Beilstein y Whanger 1992).
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Por lo tanto, e! selenio ingerido por los mamiferos es transformado a formas organicas ya sea
en forma de residuos de SeCys en selenoproteinas a través del intermediario comun selenuro,
sin tener en cuenta el origen del selenio en la dieta, o en forma de cesiduos de SeMet en

proteinas generales (Shiobara et al., 2000).

Los animales son capaces de sintetizar SeCys de novo a partir de selenio inorganico y también
a parir de SeMet. Sin embargo, no pueden sinetizar SeMet, y la selenometionina ingerida es
incorporada en proteinas generales sin ser distinguida de metionina o en selenoproteinas

después de ser metabolizada al intermediario, selenuro, en el higado (Shiobara y Suzuki, 1998).

2.6. Sintesis de Selenoproteinas

SeCys =
tRNA + ATP + Serina HSe + ATP
1SePS
SerRS
SeC
SeCys
SeCys
Ser-tRNA » SeCys-tRNA
SecS
ltRNA cinasa SePF
Ps-tRNA Sintesis de Proteinas
GPx, 5'Dl

Figura 4. Modelo esquematico para 13 sintesis de Selenocisteina
en Mamiferos (Mizutani et al., 2000)

En la figura 4 se observa que dos especies de tRNASer y una especie de tRNASec son
reconocidos por un tipo de seri-{RNA sintetasa (SerRS) y son aminoacilados (“cargados” con
un aminoacido) para formar Ser-tRNAs. Sin embargo, solo Ser-tRNASec es reconocido por Sec
sintetasa {SecS) y convertido a Sec-tRNASec. En esta etapa, el selenio es suministrado por
selenofosfato (SeP), producido a partir de HSe- y ATP por la selenofosfato sintetasa (SePS).
Entonces, Sec-tRNASec es llevado por su factor de elongacion especifico (SePF, un candidato
en mamiferos del homdlogo SELB) hacia los nbosomas (Yamada et al., 1994; Yamada 1995;
Mizutani et al., 1998; Mizutani et al., 2000).
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El mecanismo de discriminacion entre el marco de lectura de Sec, el codén UGA y el coddn de

terminacion UGA no esta dlaro, pero SECIS la Secuencia de Insercién de Selenocisteina en la

regién 3' no traducida del mRNA de las selenoproteinas, puede tener un papel clave para

incorporar selenocisteina (Berry et al., 1991; Wen et al., 1998)

SECIS es reconoccida por su proteina de unién (SBP) (Hubert et al., 1996; Shen et al., 1998;

Copeland et al., 2000). Sin embargo, no esta claro cdmo el SECIS elemento, en la region 3’ no

traducida a una distancia mayor a varios miles de nucledtidos, puede mediar la insercion de

selenocisteina en el marco de lectura UGA el codén para la insercion de Sec. Ha sido sugerdo

que debe existir una sefal cerca del coddn UGA que permita ta distincion de este coddn que

comparte dos significados, terminacién o insercién de selenocisteina (Mizutani et al., 2000).

2.7. Deficiencia de Selenio

Cuadro 2. Diversas enfermedades y/o0 condiciones que responden

a la suplementacion de selenio.

Enfermedad o Condicién

Principales Signos Clinicos

Enfermedad del Musculo Blanco

(miodegeneracion nutncional)

Rigidez, “agarrotamiento”. musculo esquelético y/o
cardiaco afectados. Los signos varian de muene

subita a debilidad cronica (cojera).

Retencion Placentana

Placenta Retenida

Abortos, Mortinatos

Abortos, Mortinatos

Debilidad Neonatal

Becerros y corderos nacen débiles

Diarrea Diarrea, usualmente profusa, y pé_rdida de peso en
ganado joven y adulio
Desmedro Disminucion en |la eficiencia. disminucion en ganancia

de peso, y pobre apariencia corporal

Sisterma Inmune Comprometido

Respuesta inmune suprimida a vacunas y

microorganismos ambientales.

Infertilidad

Disminucién en la tasa de concepceidn, ciclos estrales

(rregulares, muerte embrionana temprana

Gates N. L. and K. A. Johnson, Selenium and Related disorders in Washington Livestock,
Washington State University.
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En el curso de la enfermedad del misculo blanco, pueden depositarse sales de calcio en las
fibras musculares en degeneracion en ciertas partes del cuerpo de los animales afectados.
Estas sales producen areas blanquecinas (Hansen et al., 1993).

Figura 5. Corazon de un becerro severamente dafiado por la enfermedad del musculo blanco.
Note el color ctaro del ventriculo afectado. Este animat murid espontaneamente por falla

cardiaca (Hansen et al., 1993).

Los musculos esqueléticos de las patas, espalda, y el miocardio pueden ser afectados. Cuando
los masculos esqueléticos son afectados, los animales jovenes pueden presentar dificultad para
caminar y pueden ser incapaces para levantarse y amamantarse. Cuando el corazon es
afectado, el animal puede morir subitamente por falio del corazén. Algunos animales muestran
signos de agotamiento respiratorio y a veces son tratados por el propietario como si se tratara
de neumonia. Estos animales no responden a la terapia con antibidticos, y su muerte puede
ocurnr como resultado de la acumulacion de liquido (fluidos) en los pulmones. La enfermedad
det musculo blanco es mas comin en animales recién nacidos, los cuaies mostraran signos
clinicos a partir de su nacimiento a 4 a 6 semanas de edad. Vacas u ovejas que reciben una
dieta deficiente en selenio durante la gestacién pueden dar a luz becerros o corderos que
sufren de esta deficiencia. Sus becerros o corderos pueden nacer muertos o muy deébiles y
morr durante los primeros dias de vida. En casos de extrema deficiencia, puede ocurrr un dano
permanente, y los animales recién nacidos no responderdn a la administracidn de selenio. En
estos casas, es necesario suplementar a las madres con cantidades adecuadas de selenio
durante la gestacion (Hansen et al., 1993).
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La influencia de la suplementacién de selenic sobre |a viabilidad de becerros recién nacidos ha
sido observada en algunos hatos. Algunos becerros en hatos deficientes en selenio tienen
afectada la estructura y funcién de la glandula tiroides. Ademas, la deficiencia de selenio reduce
la respuesta inmune, interfirendo con su capacidad para controlar infecciones y disminuye la
resistencia a las enfermedades. Estos problemas para el recién nacido pueden significar la

diferencia entre la vida o la muerte. (Hansen et al., 1993).

Una deficiencia menos aguda de este elemento traza también contribuye a problemas crénicos
de salud de animales de un ano y adultos. Muchos de eslos animales desarrollan una
enfermedad de larga duracién y son incapaces de utilizar el alimento apropiadamente, y pueden
morir. Su pelaje puede presentar una apariencia blanquecina o descolorida. Muchos animales
afectados tienen pelo hirsuto con pelaje aspero, duro, encrespado y no [0 mudan de manera
normal por lo que no muestra la apariencia normal, saludable y brillante {Hansen et al., 1993).

La retencion placentana ha sido documentada en vacas con dietas deficientes en selenio, el
problema ha sido aliviado mediante el suministro adecuado de selenio. La retencion de las
membranas fetales por mas de 24 horas contribuye a la infeccion del Otero y puede dafar la

capacidad de gestacion (Hansen et al., 1993).

2.8. Suplementacion de Selenio para Rumiantes

Anteriormente a 1974 la FDA (Food and Drug Administration) prohibia la adicion de
suplementos de seilenio a los forrajes y alimentos para el ganado. Sin embargo, a partir del
periodo de 1974-1980, esta agencia regulatona gradualmente permiti la suplementacion de
selenio para varias clases de ganado. Actualmente, la FDA esta permitiendo la suplementacion
hasta un limite superior de 0.3 ppm en las dietas del ganado. La regulacion para la
suplementacion mineral a libre acceso es de 120 ppm (sin exceder 3 mg/cabeza/dia) para el
ganado vacuno y de 120 ppm (sin exceder 0.70 mg/cabeza/dia) para ovejas (McDowell et al.,
2002).

Las fuentes de suplementacion de selenio actualmente en uso en los Estados Unidos son &l

selenito de sodio (Na,SeQs;) y selenato de sodio (Na,SeQ,), con levadura organica aprobada

para algunas especies.
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La forma de selenato, la cual es usada con menos frecuencia, ha sido considerada preferible
debido a que el selenito es reducido con mayor facilidad a selenio elemental, menos disponible
que puede formar compuestos insolubles con otros metales. Otras fuentes de selenio incluyen

al selenito de calcio, diéxido de selenio, y selenato de bano.

El producto de levadura organica tiene el potencial para ser una mejor fuente de
suplementacion de selenio para todas ifas especies debido a su mayor biodisponibilidad
(McDowell, 1997). En cerdos (Mahan, 1939; 2000) y ganado (Ortman and Pehrson, 1998), ef
selenio organico incrementé el contenido de selenio en leche mas que el selenio inorganico. El
selenio organico aumento las concentraciones de selenio en sangre, leche, e higado 2-3 veces
mas que la forma inorganica (Knowles et al., 1999). El selenio de levadura resultd en un
incremento del 130% en leche en comparacion con el control, mientras que e incremento

debido a selenito o selenato fue sdlo del 20% (Oriman and Pehrson, 1999)

2.8.1. Métodos para la Suplementacién de Selenio.

Los paincipates metodos para incrementar la ingesta de selenio por el ganado incluyen:

a) Suplemento mineral a libre acceso

b) Premezclas para adicionar a alimentos concentrados
¢) Fertilizacién con selenio

d) Inyecciones de selenio (parenteral)

e) Selenio en solucién oral

f) Selenio en agua

g) Bolos ruminales

Soluciones acuosas de selenio han sido exitosamente usadas en forma de tomas penédicas
orales o como inyecciones intramusculares o subcutaneas (NRC, 1983). Inyecciones
subcutadneas directas, usualmente de selenito de sodio, o la dosificacion oral con este
compuesto en dosis de 10 a 30 mg para el ganado bovino y de 1 a 5 mg para ovejas son
medios comunes para prevenic las enfermedades por deficiencia en los animales (Underwood y
Sutlle, 1999). Las inyecciones de selenato de bario han demaostrado tener un efecto de larga
duracién en rumiantes (Judson et al., 1991). El selenato de bano en forma de bolo o de
inyeccion subcutanea, mantuvo los niveles de selenio en sangre por al menos 200 semanas en

ovejas y sus corderos (Judson et al., 1991).
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El uso de bolos intra-ruminales con 95% de hierro finamente dividido y 5% de selenio elemental,
han prevenido la aparicion de la enfermedad del misculo blanco en ovejas y ganado
alimentado con pasturas deficientes en selenio (Kendall et al., 2001, Mackenzie et al., 2001).

Ha sido desarrollada una bomba osmética intrarruminal que libera selenio a una velocidad de 3
mgq por dia (Campbeli et al., 1990).

Et uso de mezclas de sales con selenio parece ser el método mas prometedor para la
prevencion de la deficiencia de este elemento (McDowell, 1997). Las mezcias minerales para
ganado en pastoreo deben formularse para proporcionar de 0.1 a 0.3 ppm de selenio en la

matena seca total.

2.8.2. Bolos Intra-ruminales

Las pequenas cantidades de selenio que son necesanas para suplementar los animales hacen
possible su administracibn a rumiantes mediante bolos, los cuales fueron pnmeramente
desarrollados en Australia como un medio para proporcionar cobatto. Kuche! y Buckley (1969)
desarrollaron un bolo de selenio elemental, relieno de hierro que era lo suficientemente denso
para permanecer en el rumen de los animales, en donde lentamente dispensaba selenio por
periodos prolongados de tiempo. La experiencia con el uso de estos bolos mostrd que eran

efeclivos por ¢casi un ano (Judson et al., 1991).

Alternativas a los bolos de hierro fueron desarolladas posteriormente, incluyendo bolos de
vidrio soluble, los cuales algunas veces contenian otros nutrientes esenciales en adicién al
selenio (Telfer et al., 1983)) y bombas osmdticas que pueden liberar con exactitud 3 mg de

selenio por dia (Figuraé y 7).
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Figura 6. Bolos Densos. A la izquierda, bolos de vidrio soluble; A 1a derecha y atras, bolos

basados en hierro; A la derecha y al frente, bomba osmética.
Oldfield James E., Selenium in Nutrition: The Early Years, Oregon State University.

A\

Figura 7. bolos para la administracién de selenio a rumiantes. De izquierda a derecha: el bolo

original de selenio/hierro, “grinder” de acero para eliminar el recubrimiento orgdnico, y bolos de
vidrio solubte para ovejas y ganado vacuno (Oldfield, 2002).
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2.9. Requerimientos de Selenio

La 6 y 7° ediciones revisadas del NRC (National Research Council) correspondientes al ano de
1989 y 2001, respectivamente, definen los requerimientos de selenio como 0.3 mg/kg de
materia seca para todas las clases de ganado lechero. No existen nuevos datos disponibles
para poner en duda este requerimiento. Sin embargo, la mayoria de los datos que soportan este
requerimiento fueron generados a partir de experimentos en los cuales se suministrd 0.3 mg de
selenio por kilogramo de alimento en base seca de manera que la cantidad total de selenio en
la dieta se encontraba entre 0.35 y 0,40 mg/kg.

El suministro apropiado de selenio a animales en gestacion es importante para prevenir algunos
desordenes y también para asegurar que el becerro nacera con concentraciones adecuadas de
selenio. El selenio pasa eficientemente a través de la placenta y los becerros nacidos de
madres que recibieron cantidades adecuadas de selenio presentan un mejor estado que los
becerros de madres deficientes (Van Saun et al., 1989). La concentracién de selenio en leche
se incrementa cuando las vacas son suplementadas con selenio (Grace et al., 1997). Mayores
concentraciones de selenio en la leche pueden tener efectos positivos en la salud del becerro y

del ser humano.

Conforme una vaca consume mas selenio, las concentraciones de selenio en la leche y en el
embnén aumentan. Asumiendo que una vaca es alimentada con aproximadamente 0.3 mg de
selenio/kg de alimento en base seca, el embridén acumulara aproximadamente 0.065 mg de
selenio/dia durante el ultimo trimestre de gestacion (House y Bell, 1994). La concentracion de
selenio en leche varia de 0.01 a 0.025 mg/kg (Conrad y Moxon, 1979; Lean et al., 1990; Van
Dael et al., 1991). Las pérdidas fecales de selenio en ganado lechero varian entre 0.011 a
0.019 mg/kg de materia seca en la ingesta (Hamison y Conrad, 1984; Koening et al., 1991 a, b;
lvancic y Weiss, 2001). La excrecidn urinana es dependiente de la ingesta, para vacas lactantes
consumiendo aproximadamente 2.5 mg de Se/dia , las pérdidas urinarias de selenio promedian
0.5 mg/d (lvancic y Weiss, 2001). Valores similares fueron reportados para vacas secas
alimentadas con cantidades similares de selenio (Harrison y Conrad, 1984). Por lo tanto, para
una vaca no lactante en el ditimo timestre de gestacion que consume 10 kg de materia seca al
dia, el requerimiento de selenio absorbido es de aproximadamente 0.7 mg/dia. Asumiendo un
coeficiente de absorcion del 40%, el requerimiento dietético sera de 1.75 mg/d. Para una vaca
lactante produciendo 30 kg/d de ieche, el requerimiento para selenio absorbido sera de
aproximadamente 1.7 mg/dia y el requerimiento dietético sera de 4 mg/dia (NRC, 2001).
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De acuerdo con estos calculos, vacas secas alimentadas con aproximadamente 1.4 mg de
selenio/dia (Harrison y Conrad, 1984), y vacas lactantes alimentadas con aproximadamente 4.2
mg/d (lvancic y Weiss, 2001) resultaran en un balance ligeramente positivo de selenio. Sin
embargo, basados en concentraciones sanguineas, prevalencia de mastitis y de retencion
placentana, los requerimientos calculados no son adecuados. Maus et al. (1980) reportaron que
las concentraciones plasmaticas de selenio en vacas lactantes alcanzaban una meseta cuando

el consumo de selenio era de 6 mg/dia.

Las regulaciones actuales de la FDA limitan la suplementacion de selenio a 0.3 mg/kg de dieta
(FDA, 1997) y en la mayoria de las situaciones, la cantidad de selenio suplementado mantendra
al ganado en buen estado. Basados en el efecto del selenio sobre la mastitis, las
concentraciones de selenio en sangre total deberan ser mayores a 0.18 pg/ml o
aproximadamente de 0.08 ug/ml de plasma (Jukola et al, 1996). Una ingesta de
aproximadamente 6 mg/dia mantendra tales concentraciones sanguineas (Maus et al., 1980).
Basados en los datos disponibles, el requerimiento de selenio fue mantenido a 0.3 mg/kg de la

dieta en base seca.

3. INTERACCIONES ENTRE YODO Y SELENIO

Muchas son las areas del mundo en donde existe el riesgo de deficiencia de yodo. Muchos de
los efectos debilitantes de la deficiencia pueden ser irreversibles, consecuentemente es
esencial comprender los mecanismos por medio de los cuales la falta de | puede provocar
enfermedad mediante la disminucion en la sintesis de tiroxina y triyodotironina (T;). Debido a
que el Se desempena una funcion esencial en el metabolismo de las hormonas tiroideas, tiene
el potencial para tomar parte, quiza la mayor, en el resultado o consecuencias de la deficiencia
de Yodo. Estos efectos del selenio derivan de dos aspectos de sus funciones biologicas.
Primero, tres deyodinasas conteniendo selenio regulan la sintesis y degradacién de la hormona
tiroidea biologicamente activa, T;. Segundo, selenoperoxidasas y posiblemente tiorredoxin
reductasa protegen a la glandula tiroides del H,O, producido durante la sintesis de hormonas
tiroideas. El mecanismo por el cual la deficiencia de Se exacerba el hipotiroidismo debido a la
deficiencia de yodo ha sido elucidado en animales. En contraste a estos efectos adversos, la
concurrente deficiencia de SE puede provocar cambios en las actividades de las deiodinasas

que pueden proteger al cerebro (Arthur et al., 1999).
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El interés en la interaccion entre selenio y yodo surge primeramente del descubrimiento que el
Se es esencial para un metabolismo normal de la hormona tiroidea. Esta conexi6n fue
reconocida al observar pimeramente una elevada concentracion plasmética de tiroxina (T4) y
una concentracion disminuida de triiodotironina (T5) en animales selenodeficientes (Arthur et al.,
1987, Beckett et al., 1987). Se demostré que estos cambios no eran consecuencia de la
disminucion en la ingesta de alimento que algunas veces ocurre con una prolongada deficiencia
en selenio. Los efectos agudos y especificos de la deficiencia de selenio sobre el metabolismo
tiroideo se atribuyeron a la inhibicion de la deiodinasa de iodotironina hepatica (ID-1) la cual
convierte T, a T; por 5 monodeiodinacion. Subsecuentemente, se demostré que ID-I era una
proteina que contenia selenio (Arthur et al., 1990 a; Behne et al., 1990). La clonacién de ID-I
mostré que contenia una selenocisteina en el sitio activo codificada mediante un codén de
“terminacion” (UGA) (Berry et al., 1991 a,b). La conversion del sitio activo de selenocisteina a
cisteina disminuyé de forma importante la actividad de la enzima demostrando la efectividad
catalitica de la selenocisteina ionizada al pH fisiologico (Berry et al., 1991c). La deficiencia de
selenio en animales causa una rapida y especifica disminucion de las actividades de ID-|
hepatica y renal, enfatizando la esencialidad del selenio para mantener el metabolismo de
hormona tiroidea (Beckett et al., 1987; Arthur et al., 1990 a).

Asi como la ID-I, existen deyodinasas tipo Il y tipo Il (ID-lI, ID-lif) también esenciales para la
interconversion de las formas biologicamente activas e inactivas de la hormona tiroidea (Arthur
y Beckett, 1994; Beckett y Arthur, 1994; Kohrle, 1994; St Germain y Galton, 1997; Richard et al.,
1998). ID-Il la cual existe en cerebro y sistema nervioso central de animales y también en el
tejido adiposo pardo (BAT) de algunas especies, convierte T, a T; dentro de estos tejidos. Esta
enzima proporciona una importante funcion reguladora en tales tejidos, ya que la T; circutante
no faciimente gana el acceso a los receptores nucleares intracelulares para asi ejercer su
actividad biologica (Safran et al., 1991). El desarrollo y la funcion del sistema nervioso central es
particularmente sensible al suministro de hormona tiroidea y por lo tanto a la expresion de las
enzimas deyodinasas. Algunos tejidos expresan ID-lll, la cual convierte T, a la metabdlicamente
inactiva T3 inversa, evitando la produccion de la forma bioldégicamente activa de Ts. ID-IlI
también convierte T, a diyodotironina, ayudando nuevamente a regular con precision los niveles
tisulares de T, (Karmarkar et al., 1993; KoopdonKool et al., 1996). El mantenimiento de las
actividades de ID-Il e ID-lll, aan con una severa deficiencia de selenio es un indicativo de la
importancia de estas enzimas para el metabolismo normal de la tiroides (Beckett et al., 1989;
Meinhold et al., 1993; Mitchell et al., 1997).
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Debido a que la Unica funcién biolégica conocida para el yodo en mamiferos es como
componente de las hormonas tiroideas, la base principal de las interacciones entre el selenio y
el yodo es la sintesis y subsiguiente utilizacion de estas hormonas. El selenio sin embargo,
tiene diversas funciones biolégicas y las desyodinasas son solo tres de al menos treinta
selenoproteinas conocidas en los mamiferos. Estas proteinas han sido identificadas por
purificacion y clonacion o mediante el marcado in vivo con "°Se (Behne et al., 1988, 1996;
Evenson y Sunde, 1988; Wu et al.,, 1995). Las selenoproteinas adicionales incluyen cuatro
glutation peroxidasas, las cuales proporcionan proteccion intracelular y extracelular contra los
efectos dafinos de H,O, e hidroperoxidos lipidicos (Sunde, 1990; Arthur et al, 1996).
Adicionalmente, la flavoenzima tiorredoxin reductasa, es esencial para la regulacién redox de
ciertas proteinas y también puede contribuir a los sistemas antioxidantes celulares (Gladyshev
et al., 1996, Howie et al., 1998).

Una capacidad antioxidante extracelular adicional, puede ser proporcionada por la
selenoproteina P. Esta proteina contiene diez residuos de selenocisteina, 23 residuos de
histidina y diecisiete residuos de cisteina, lo que indica que tiene una gran capacidad para
enlazar metales de transicion, los que podrian normalmente iniciar la actividad de radicales
libres (Hill et al, 1991; Burk & Hill, 1992; Burk et al., 1995). La relevancia de estas
selenoproteinas para el metabolismo del yodo se vuelve evidente considerando la participacion

del H,O, en el proceso de sintesis de hormonas tiroideas.

3.1. Sintesis de Hormonas Tiroideas

La unidad funcional para la sintesis de hormonas tiroideas es el foliculo, una estructura hecha
de agregados de tirocitos. El lumen del foliculo esta lleno con coloide, el cual estd compuesto
principalmente de tiroglobulina. Esta es una proteina de elevada masa molecular sintetizadapor
los tirocitos, la cual es entonces exportada y almacenada en el lumen folicular. La sintesis de
las hormonas tiroideas requiere la iodinacion de residuos de tirosilo sobre la tiroglobulina

seguido del acoplamiento de estos denvados (ver Figura 8).
Esta reacciéon toma lugar dentro del lumen folicular en la superficie de la membrana apical. Las

etapas requeridas para la sintesis de hormonas tiroideas pueden resumirse de la manera

siguiente de acuerdo con Taurog (1986):
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Figura 8. El mecanismo de sintesis de las hormonas tiroideas. El yodo es transportado a través
de la célula tiroidea hacia el lumen folicular, en donde y con la presencia de peroxido de
hidrogeno y la peroxidasa tiroidea (TPO) es incorporado en residuos tirosilo sobre la
tiroglobulina. El coloide es entonces reabsorbido al interior del tirocito de donde las hormonas
tiroideas son liberadas a la circulacion después de la liberacion proteolitica de la tiroglobulina.
DIT = diyodotirosina, IDI = vyodotironinadeyodinasa, MIT = monoyodotirosina, Tz =

triyodotironina, T4 = tiroxina (Arthur et al., 1999).

3.1.1. Transporte Activo del lodo

El yodo es convertido a yoduro en el tracto gastrointestinal y luego es transportado hacia la
tiroides, alli las células foliculares lo atrapan con efectividad a través de un proceso de
transporte activo, estimulado por TSH, contra un gradiente de concentracion. El proceso de
transporte es catalizado por la enzima Na*/K* ATPasa y dependiente de ATP (Dai y Carrasco,
1996).
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3.1.2. Yodinacién de Residuos de Tirosilo en la Tiroglobulina

Esta reaccién toma lugar en el lumen folicular y lleva a la formacién de residuos mono-yodo y
di-yodo de tirosina en la tiroglobulina. La reaccidon requiere la generacion de H,O, en altas
concentraciones y también de la accion de la peroxidas de tiroides, una enzima localizada en el
lado luminal de la membrana apical. La generacion de H,0, parece ser la etapa limitante de la
velocidad en la sintesis de las hormonas tiroideas y esta regulada por una compleja red de
sistemas de segundos mensajeros interactuando. En muchas especies, incluyendo al hombre,
la produccion de H,0, es regulada a través de la cascada de senalizacion de Ca-fosfoinositol
pero en algunos animales la via del cAMP también puede estar involucrada (Dumont, 1971;
Bjorkman y Ekholm, 1992; Corvilain et al., 1994). Ha sido sugerido que la activacion de protein
cinasa C, concentraciones elevadas de Ca?' libre y la cascada de fosfolipasa C/Ca® pueden
actuar en concierto para promover la produccion de H,0O,. Existe desacuerdo sobre €l sitio y el
mecanismo de generacion de H,0,. Se ha sugendo que el H,O, se genera en el citoplasma del
tirocito a través de la superoxido dismutasa. El H,O, puede entonces cruzar la membrana hacia
el lumen folicular en donde se encontrara disponible para la reacciéon con la peroxidasa de
tiroides. Una ruta afternativa ha sido propuesta en donde el H,0, es formado directamente en el
lado luminal de la membrana apical por un sistema de flavoproteina-NADPH oxidasa. Mientras
que el H,0, es esencial para la sintesis de las hormonas tiroideas, es extremadamente toxico.
Irrespectivamente del sitio de generacion, el tirocito estara expuesto a altas concentraciones de
H,0O, y de hidroperoxidos lipidicos toxicos. Las selenoenzimas presentes en los tirocitos estan
involucradas en la prevencion del dafo peroxidativo y por lo tanto representan una funcion de
suma importancia para el selenio en el metabolismo de las hormonas tiroideas (Arthur et al.,
1999).

3.1.3. Acoplamiento de Residuos de Tirosilo Yodinados para Producir Hormonas

Tiroideas

El mecanismo mediante el cual los residuos de tirosilo yodinados se acoplan para producir T; y
T4 no esta claro pero puede involucrar a la peroxidasa de la tiroides y H,O,. Si dos residuos
diyodotirosilo en la tiroglobulina se acoplan se forma T4, mientras que el acoplamiento de un
monoyodotirosilo con una molécula de diyodotirosilo resultara en la formacién de T; o el

isomero inactivo T; inversa (Arthur et al., 1999).
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3.1.4. Protedlisis y Liberacion de Hormonas Tiroideas

El coloide es absorbido por pinocitosis al interior del tirocito en donde sufre protedlisis en los
lisosomas para liberar las hormonas tiroideas. Este proceso parece estar bajo la influencia de
TSH. Puede ocurrir un metabolismo adicional de las hormonas tiroideas mediante la
deyodinacién y la expresién de las selenoenzimas tiroideas ID-I e ID-Il esta regulada a través
del receptor de TSH (Arthur et al_, 1999).

3.1.5. Produccion de Hormonas Tiroideas: Adaptacion a la deficiencia de Yodo

En la deficiencia cronica de yodo tanto en animales como en el hombre, ocurren marcadas
adaptaciones de las rutas involucradas en la sintesis de las hormonas tiroideas. Los cambios
actian para mantener el estado eutiroideo (Delange y Ermans, 1996) y se liberan elevados
niveles de TSH que dan lugar al incremento en la captaciéon de yodo, y en cada una de las
etapas involucradas en la sintesis de las hormonas tiroideas; aumento en la relacidon
monoyodotirosilo:diyodotirosilo en la tiroglobulina favoreciendo asi la produccion de Tj;
secrecion preferencial de Ts; incremento en la deyodinacion tiroidea de T, para producir Ts;

conversion perifénca alterada de T, a T,, y desarrollo de bocio (Arthur et al., 1999).

Como resultado, el patron caracteristico de hormonas en plasma en deficiencia de yodo es TSH
aumentada y baja T,, mientras T, plasmatica puede ser normal o baja, dependiendo de la

severidad de la deficiencia de yodo.

3.1.6. Deficiencia de Selenio y Yodo en la Tiroides

La glandula tiroides produce cantidades significativas de H,O, para la sintesis de hormonas
tiroideas. Sin embargo, este peréxido también puede determinar dano, si producido en exceso
reacciona con los componentes de la célula. Cualquier deterioro de los sistemas detoxicantes
de peroxido tiroideo, por deficiencia de selenio, determinara darfo en el tirocito, la importancia
de estos sistemas es mucho mayor en la deficiencia de yodo. Conforme el suministro de yodo
disminuye, los niveles de T, también disminuyen lo que en turno lleva a un incremento en la
produccion de TSH en la pituitaria, esta hiperestimula a la tiroides y la producciéon de H,O, e
~ hidroperoxidos lipidicos (Arthur et al., 1999).
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Cuando hay selenio disponible, la glutation peroxidasa extracelular (€GSHPx), glutation
peroxidasa de hidroper6xidos lipidicos (P HGSHPX), glutation peroxidasa citosélica (cGSHPx), y
tiorredoxin reductasa (TR) pueden proteger contra el dafio oxidativo potencial (Howie et al.,
1998). El suplemento adecuado de selenio y la deficiencia de yodo resulta en una mayor
produccién de enzimas, particularmente cGSHPXx, con el incremento resultante en la actividad
antioxidante (Mitchell et al., 1996). La induccion de cGSHPx con preferencia sobre phGSHPx
sugiere que es probable que el H,O, tenga el potencial para danar la tiroides durante la sobre-

estimulacion; cGSHPx puede metabolizar H,O, mucho mas efectivamente que phGSHPx.

3.2. Deficiencia de Selenio y Yodo en los Animales

3.2.1. Deficiencia de Yodo

Como se menciond antes, con la deficiencia de yodo la sintesis de T, es inhibida, inicialmente,
las concentraciones plasmaticas de T, son mantenidas debido a la accion de TSH sobre la
glandula tiroides, incrementando la sintesis de T; y a la deyodinacion intratiroidal de T, para
producir T,. Estas respuestas son dependientes del suplemento de selenio para la sintesis de
ID-1, asi como de las enzimas glutation peroxidasas, que ayudan a proteger la tiroides de los
efectos toxicos del H,Q, y de sus metabolitos altamente reactivos. Ademas, la expresion de
deyodinasas en higado, riidn, y el sistema nervioso central también es modificada (Arthur et al.,
1999).

3.2.2. Deficiencia de Selenio

Estudios usando ratas selenodeficientes indican que el cerebro y los érganos endécrinos son
capaces de retener selenio a expensas de otros érganos como el higado y musculo (Behne et
al., 1988). Ademas, dentro de un érgano en particular, existe una jerarquia para suplir selenio a
selenoproteinas especificas (Bermano et al., 1995; Larsen y Berry, 1995). En la deficiencia de
selenio, esta jerarquia ayuda a mantener las concentraciones plasmaticas de T; disminuyendo
el catabolismo hepatico e incrementando la sintesis tiroidal de T; por ID-I. A pesar de un
incremento en la concentracion plasmatica de T, en la deficiencia de selenio, la concentracion
plasmatica de TSH no cambia debido a un deterioro del mecanismo de retroalimentacion
negativo normal en la pituitania. Sin embargo, el almacenamiento tiroideo de T4, T; y yodo se ve

disminuido durante la deficiencia de selenio (Arthur et al., 1990c).
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3.2.3. Deficiencia de Yodo y Selenio en Cerebro

Los efectos de las deficiencias de selenio y yodo en el desarrollo del cerebro son variables y
dependen no solo de la relativa severidad de las deficiencias sino también de la etapa del
desamollo en las cuales se presentan. A pesar de los mecanismos compensatorios para
conservar las concentraciones circulantes de T, el feto en desarrollo requiere un suministro de
T4 matemal para el desarrollo temprano del cerebro (Deescobar et al., 1993). Mas del 80% de
T, residente en los receptores nucleares en el cerebro parece denivarse de la deyodinacion
intracelular de T, por ID-ll. Las actividades y expresion de ID-I, cGSHPx y phGSHPx en la
corteza cerebral, cerebelo, cerebro medio y tallo cerebral resultan inalteradas por las
deficiencias de yodo y selenio. En contraste, las actividades de ID-Il se incrementan en igual o
mayor grado que en la deficiencia de yodo (Mitchell et al., 1997). No obstante que la deficiencia
concurrente de selenio disminuye la actividad de eGSHPx a menos del 15%, se dispone de

suficiente selenio para el incremento en la actividad cerebral de ID-II.

3.2.4. Deficiencia de Yodo y Selenio en Tejido Adiposo Pardo

El tejido adiposo pardo (BAT) contiene actividad de ID-Il y la T; generada por esta enzima juega
un papel importante en la termogénesis (Bianco et al., 1988) En ratas selenodeficientes, la
actividad de ID-Il en el BAT disminuy6 en 60% y el incremento normal en la actividad de ID-II
inducido por estrés “frio” resulté menor; la actividad de ID-1I en el BAT después de 18 horas a 4°
resultd diez veces menor en animales selenodeficientes que en animales con niveles
adecuados de selenio (Arthur et al., 1991). Asi, la deficiencia de selenio puede detenorar la
respuesta termogenica al frio y coloca en situacion dificil a los neonatos. La actividad de ID-Il en
el BAT se incrementa con la deficiencia en yodo, pero es revertida por la deficiencia de selenio
(Geloen et al., 1990; Mitchell et al., 1997). Una disminucion en las concentraciones de T3 en
BAT es probablemente una consecuencia de bajos niveles de T, en plasma y de la actividad
inhibida de ID-Il por la combinacion en la deficiencia de yodo y selenio. La deficiencia
combinada de estos elementos parece reducir la capacidad de animales recién nacidos para
generar calor y puede tener implicaciones para su sobrevivencia en el estrés frio. El BAT de los
rumiantes contiene ID-I mas que ID-Il, la actividad se presenta sélo durante las primeras 3
semanas de vida. Si la mayor sensibilidad de ID-I en comparacion a ID-ll, a la deficiencia de
selenio aplica a rumiantes, tiene que existir una importante interaccion entre yodo y selenio en
la respuesta de rumiantes neonatos al estrés frio. Sin embargo, esta hipétesis requiere de
investigacion adicional para evaluar su relevancia para la sobrevivencia de los animales en

condiciones de frio (Arthur et al., 1999).
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3.2.5. Deficiencia de lodo y Selenio: Respuesta Diferente por Especie

En contraste con ratas y humanos, muchas otras especies como bovinos, ovejas y cabras no
expresan actividad tiroidea significativa de ID-I bajo condiciones normales y por lo tanto es muy
probable que dependan completamente de la sintesis de novo de T3 en la deficiencia de
selenio (Beech et al., 1993). Sin embargo, la deficiencia de yodo aumenta la actividad tiroidea
de ID-1 10 a 12 veces en vacas y sus becerros, aunque la actividad final resulta todavia menor a
los niveles normales de ratas y humanos. La actividad tiroidea de cGSHPx también se
incrementa, probablemente en respuesta a los altos niveles de H,O, producidos para estimular
la sintesis de hormonas tiroideas (Zagrodzki et al., 1998). De esta forma las vacas deficientes
en yodo y sus becerros pueden inducir mecanismos de compensacion similares a los de las
ratas para mantener la sintesis y el metabolismo de hormonas tiroideas y parecer “clinicamente
normales”. Sin embargo, estos animales contaban con una ingesta adecuada de selenio y no se
sabe si la deficiencia de selenio podria modificar esta respuesta compensatoria (McCoy et al.,
1997, Zagrodzki et al., 1998).
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4. OBJETIVOS

» Desarrollar un dispositivo intra-ruminal de liberacion prolongada para la administraciéon

de yodo y selenio a ganado bovino.

» Evaluar las concentraciones de selenio en plasma y leche, asi como de hormonas
tiroideas (T3 y T4) en el plasma del ganado sujeto a suplementacion con uno o una

combinaciéon de ambos elementos.

> Determinar si existe interaccién entre yodo y selenio, en términos de las concentraciones

de selenio y los de hormonas tiroideas.

5. HIPOTESIS

* El ganado suplementado con yodo y seienio mostrara mayores concentraciones de
selenio en plasma y leche por periodos mas prolongados que el ganado solo

suplementado con selenio y aquel suplementado solamente con yodo.

» Las vacas suplementadas con yodo y selenio simultdneamente tendran mayor
concentracion de T3 y menor concentracién de T4 en plasma, que las vacas tratadas
solo con yodo o selenio, lo que indicara que existe interaccion positiva entre los

elementos.

= La correcta formulacion y el disefio apropiado del dispositivo resultaran en un producto

practico y efectivo para prevenir y/o corregir deficiencias de los elementos.

31



6. MATERIAL Y METODOS

El desarrollo de este trabajo se llevé a cabo en dos etapas de aproximadamente 3 meses cada

una. Incluyeron a su vez las siguientes fases:

|. Formulacién de Bolos Intra-ruminales

II. Fabricacion de Bolos Intra-ruminales

Ill. Administracion de los Bolos a Bovinos Lecheros

IV. Determinacion de Selenio en Leche y Plasma.

V. Determinacion de Hormonas Tiroideas en Plasma

6.1. Formulacion de Bolos Intra-ruminales (Etapa 1)

La féormula de los bolos intra-ruminales incluyo al selenito de sodio (Na,SeO;) como fuente de

selenio y al yoduro de potasio (KI) como fuente de yodo. El excipiente lipidico, un aceite vegetal

hidrogenado, es el agente controlador de la liberacion de los elementos. Se utilizé un agente

densificador para lograr una densidad de 2.0 g/cm® como minimo, para evitar la regurgitacion

del dispositivo. Se requirié ademas de la adicién de un agente lubricante que redujera la friccion

entre las piezas metalicas durante la compresion, asi como la reduccion de la adhesion de la

férmula a la superficie de matriz y punzones, y para facilitar la eyeccion del bolo.

Cuadro 3. Formulaciones para bolos en primera etapa.

Cantidad por Bolo (g)
Componente F1(Se) F2 (1) F3 (Se +1)
Selenito de Sodio 2.0004 0.000 2.0004
Yoduro de Potasio 0.000 1.0594 1.0594
Excipiente Lipidico 3.900 3.900 3.900
Lubricante 0.065 0.065 0.065
Densificador 7.035 7.976 5.975
Total 13.000 13.000 13.000

& Cantidad de Selenito de Sodio (Na,;Se0s) equivalente a 900 mg de Selenio.
& Cantidad de Yoduro de Potasio (KI) equivalente a 722 mg de Yodo.
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6.2. Formulacién de Bolos Intra-ruminales (Etapa 2)

Cuadro 4. Formulaciones para bolos en segunda etapa

Componente Cantidad por Bolo (g)
F1(Se) F2(I) F3(Se+1)

Selenito de Sodio 4.000& 0.000 4.000
Yoduro de Potasio 0.000 1.0594 1.0594
Excipiente Lipidico 10.2855 10.2855 10.2855
Lubricante 0.155 0.155 0.1585
Densificador 16.5595 19.500 15500 |
Total 31.000 31.000 31.000

& Cantidad de Selenito de Sodio (Na,SeQs3) equivalente a 1.8 g de Selenio.
& Cantidad de Yoduro de Potasio (KI) equivalente a 722 mg de Yodo.

6.3. Fabricacion de Bolos Intra-ruminales

La granulacion por fusion, también llamada granulaciéon termoplastica es un proceso en el cual
la granulacion es obtenida a través de la adicion de un aglutinante que funde o se reblandece a
relativamente baja temperatura (55-85°C). Después de la fusion, el excipiente lipidico actua

como un aglutinante liquido.

El proceso utiliza materiales que son efectivos como fluidos granulantes cuando se encuentran
fundidos. El enfriamiento de los polvos aglomerados y la resultante solidificacion de los
materiales fundidos completan el proceso de granulacién por fusion. El proceso aglomera de
manera eficiente materiales farmacéuticos que pueden utilizarse en la fabricacion de formas

farmacéuticas solidas de liberacion inmediata o sostenida.

a) dependiendo de la formulacién se pesaron cuidadosamente los materiales.

b) Se colocé el excipiente lipidico en un vaso metalico

c) Se inici6 el calentamiento con agitacion ligera para promover la fusion del excipiente
lipidico (80-90°C).

d) Se adicion6 el agente densificador, seguido del selenito de sodio y/o yodo de acuerdo a
la formulacién.

e) Se aumentd la velocidad de agitacion y se continué mezclando hasta lograr la
homogeneizacion.

f) Se disminuyé la temperatura hasta el punto en donde era factible granular la masa.
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g) Se utilizé una malla del nimero 12 para hacer la granulacion.

h) Se dej6 enfriar el granulado hasta temperatura ambiente.

i) Antes de la compresion, se lubric el granulado mezclandolo con el lubricante.

j) La obtencién de los bolos se llevé a cabo mediante la compresion de 13 gramos (Etapa

1) o 31 gramos (Etapa 2) de la formulacion en tumo. El pesado se realizé en balanza

analitica, el llenado fue manual y la compresion se realizé en una prensa hidraulica de

laboratorio “Carver Press” empleando 3 toneladas en la fuerza de compresioén y 15

segundos en el tiempo de compresion.

FUSION i _ Excipiente

¢ lipidico BOLOS
Aglutinante COMPRESION
liguido f
Yodo yio Lubricante r-ﬂ MEZCLADO
selenio +
densificador I
i GRANULADO

-
DISPERSION

MEZCLADO __+
AGLOMERACION

ENFRIAMIENTO
SOLIDIFICACION

—P TAMIZADO

Figura 9. Diagrama de flujo para el proceso de fabricacion de los bolos.

6.4. Administracion de Bolos a Bovinos Lecheros

6.4.1. Localizacion

El experimento se llevo a cabo en las instalaciones del modulo de produccion de leche organica

de la granja experimental de zootecnia de la Universidad Autonoma Chapingo, en Chapingo,

Estado de México. Se ubica aproximadamente en el paralelo 19°29’ de latitud norte y en el

meridiano 98°53’ de longitud oeste.
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6.4.2. Clima

El clima que predomina es el templado subhimedo con lluvias en verano y precipitacién anual
promedio de 645 mm, con poca oscilacion de temperatura (5 a 7°C), temperatura media anual
de 15°C.

6.4.3. Tratamientos

En cada etapa se evaluaron tres tratamientos: F1: Selenio; F2: Yodo; F3: Yodo y Selenio. La

aplicaciéon de cada tratamiento se realizé con la administracion oral de un bolo a cada animal.

6.4.4. Manejo de los Animales (Etapa 1)

Se utilizaron 18 vacas de raza Holstein y 12 vacas de raza Jersey en lactacion y estado
gestacional vanable. A estos animales se les identificod, desparasitd y se les aplicd una dosis de
vitamina ADE. A cada animal se le asigné aleatoriamente uno de los tres tratamientos,
formandose tres grupos con 6 vacas Holstein y 4 Jersey cada uno. Antes de la administracion
del bolo (tratamiento) se tomo6 una primera muestra de sangre y leche. Una vez realizada la

administracion, el muestreo se realizd cada 15 dias por los siguientes 45 dias.

6.4.5. Manejo de los Animales (Etapa 2)

Se utilizaron 22 vacas de raza Holstein y 14 vacas de raza Jersey en lactacion y estado
gestacional variable. Se tomaron muestras de sangre y leche 15 dias antes de la
administracion, el dia de la administracion, y posteriormente cada 15 dias durante un periodo de
3 meses.

6.4.6. Manejo de la Alimentacion

La alimentacion de los animales estuvo basada exclusivamente en pastoreo en praderas con

asociaciones de Alfalfa, Trébol blanco, Orchard y Ballico.
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6.4.7. Muestras de Sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién yugular o coccigea en tubos con EDTA. El

plasma obtenido por centrifugacion se mantuvo en congelacién a —20°C hasta su analisis.

"

! WSS DU LR LT T

Figura 10. Animales y pradera usados en el estudio. Arriba un ejemplar de raza Jersey, en
medio un ejemplar de raza Holstein, y abajo el tipo de pradera.
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6.5. Variables de Respuesta

6.5.1. Concentraciéon de Selenio en Plasma.

a) Equipo:

Homo de microondas “MARS 5" CEM Corporation, Falcon USA.
Espectrofotdmetro de Absorcion atémica “SpectrAA 8007, Varian.
Generador de Hidruros VGA 77 Varian.

b) Material:

Vasos de teflon para homo de microondas HP-500 plus.
Membranas para vasos HP-500 CEM.

Sensor de temperatura de fibra optica CEM.

Lampara de selenio HC LLamp-Se Varian.

Celda de cuarzo Varian.

Micropipeta Finnipipette Labsystems capacidad 100-1000 pl.
Micropipeta Finnipipette Labsystems capacidad 5-50 pl.
Micropipeta Finnipipette LLabsystems capacidad 1-5 ml.
Pipetas volumétricas de 1, 2, y 5 mi Kimax.

Matraces volumétricos tipo “A” de 25, 50 y 1000 ml Kimax.
Probeta graduada de 1000 ml.

¢) Reactivos:

d) Gases:

Acido nitrico R. A. 65.4% de pureza, Baker.
Acido clorhidrico R. A. 36.5-38% de pureza, Baker.

Perdxido de hidrégeno en soluciéon al 30%, Baker.

Estandar de selenio de alta pureza (99.999%), 1000+3 pg/ml en 2% de acido

nitrico.
Hidroxido d sodio perlas 98.4% de pureza, Baker.
Borohidruro de sodio 98% de pureza, Baker.

Agua desionizada.

Acetileno, AGA.
Nitrégeno 99.9% de pureza, AGA.

Aire Comprimido.
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e) Tratamiento de las muestras:

Se pesé 1 gramo de plasma en cada vaso utilizando una balanza analitica.
Se agregaron 10 ml de agua desionizada y 5 ml de acido nitrico concentrado.
Se adicionaron 2 ml de peréxido de hidrégeno.

Las muestras se mantuvieron en reposo por 30 minutos.

f) Digestion de las muestras:

La digestion se realizé usando las siguientes rampas de temperatura:

De temperatura ambiente a 120°C en 5 minutos.

La temperatura se mantiene en 120°C durante 2 minutos.

De 120°C a 170°C en 5 minutos.

La temperatura se mantuvo en 170°C por 5 minutos.

Enframiento de las muestras.

Cada muestra se transfiri6 a un matraz volumétnco de 50 mi y el volumen se

completd hasta la marca del aforo con acido clorhidrico 7 M.

g) Cuantificacion:

Se utilizd el espectrofotémetro de absorcion atérnica con el sistema de generador
de hidruros.

La presion de los gases fue de 50 psi para nitrogeno y de 20 psi para acetileno.
El flujo de la muestra fue de 8 ml/minuto.

El flujo del acido y reductor fue de 1 ml/minuto.

Se cormio la curva de calibracion (2, 4, 6, 8, y 10 ppb).

Se midieron las absorbancias de las muestras y se interpolaron en la curva de
calibracion para obtener la concentracién de cada una.

Las concentraciones se reportan en partes por billdn (ppb), es decir en (ng/kg).

6.5.2. Concentracion de Selenio en Leche.

El equipo, material, reactivos y gases empleados fueron los mismos que para el caso de las

muestras de plasma (inciso a-d). Sin embargo, el tratamiento de la muestra fue diferente y se

describe a continuacion:
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h) Tratamiento de las muestras.

Se pesaron 0.5 gramos de muestra en cada vaso, empleando una balanza
analitica.

Se adicionaron 3 mi de agua desionizada y 5 mi de acido nitrico concentrado.

Se adicion6 1 ml de perdxido de hidrégeno.

Las muestras se dejaron reposar durante 30 minutos.

i) Digestion de las muestras

La digestion se realizo utilizando las siguientes rampas de temperatura:
De temperatura ambiente hasta 100°C en 6:24 minutos:segundos.

La temperatura se mantuvo en 100°C durante 5:12 minutos:segundos.
De 100°C hasta 140°C en 4:13 minutos:segundos.

La temperatura se mantuvo en 140°C por 6:12 minutos:segundos.

j) Cuantificacion:

Se utilizoé el mismo equipo, gases, y flujo de muestra, acido y reductor que para el
caso de plasma.

La curva de calibracion en este caso incluyo 1,2, 3, 4y 5 ppb.

Se midieron las absorbancias de las muestras y se interpolaron en la curva de
calibracién para conocer las concentraciones de cada una.

Las concentraciones se reportan en microgramos de selenio por cada 100

gramos de muestra, es decir ug/100g.

6.5.3. Concentracion de Hormonas Tiroideas (T3 y T4).

La concentracion total de Triyodotironina (T3) y tiroxina (T4) se midié con un sistema de ensayo

tnmunoenzimatico (ELISA), utilizando el test diagnostico de Immunometrics (UK). La técnica de

EIA se realizd por duplicado de acuerdo con las indicaciones dadas por el fabricante,

empleando un espectofotometro UV-VIS Vankel y celdas de cuarzo con capacidad de 1.3 mly

paso optico de 1cm, y realizando la curva de calibraciéon mediante estandares aportados por el

mismo fabricante:
T3:0,0.77,1.54, 3.85,7.70, y 15.40 nmol/L.
T4:0,25.7,51.5,103.0, 193.0, y 386.0 nmol/L

. Las concentraciones se reportan en nanomoles por cada litro, es decir (nmol/L).
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Figura 11. Equipo. Arriba: Homo de microondas "MARS 5", cerrado (izquierda), y mostrando en
su interior el carrusel con vasos HP-500 plus. Al centro: celda de cuarzo y trampa (izquierda), a
la derecha la celda de cuarzo montada sobre el homo del equipo de absorcidn atdmica. Abajo: A
la izquierda el generador de hidruros, y a la derecha vista general del espectrofotometro de
absorcion atémica “SpectrAA-800”.



6.6. Disefio Experimental y Modelo Estadistico

Los tratamientos fueron asignados a las unidades experimentales (vacas) mediante un disefo

completamente al azar.

Los datos obtenidos fueron analizados con el procedimiento “Mixed” del paquete estadistico

SAS® (1999) como un disefio completamente al azar con mediciones repetidas.

Modelo estadistico:
Yijkl =pto;t Bj + (XiBj + dy ((XiBj) +ytoTmt Bj T+ Q Bj Tt i
Donde:

Yijkl = Variable de Respuesta.

1L = media poblacional.

a; = Efecto del i-ésimo tratamiento.

f3j = Efecto del j-ésimo genotipo.

aif; = Efecto de la interaccion i-€simo tratamiento x j-€simo genotipo.

d(oiflj) = Efecto de la k-ésima vaca dentro de la interaccién i-€simo tratamiento x j-
€simo genotipo.

7 = Efecto del I-ésimo dia.

o7y = Efecto de la Interaccién i-€simo tratamiento x I-ésimo dia.

Bju = Efecto de la interaccion del j-ésimo genotipo x I-ésimo dia.

aiffju = Efecto de la interaccion i-€simo tratamiento x j-€simo genotipo x I-ésimo dia.

gje = Error experimental.

Las medias de los tratamientos se compararon mediante el procedimiento de diferencia minima

significativa “Ismeans” con el mismo paquete estadistico SAS®.
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Analisis de Correlacién

Se utiliz6 el Analisis de Regresion Simple del paquete estadistico STATGRAPHICS® Plus
version 4.0, para estimar una regresion lineal o no lineal entre dos variables. En el modelo se
relacioné una variable dependiente (la concentracion plasmatica de T3, T4, o la concentracion

de Selenio en Leche), con una variable independiente (la concentracion de selenio en plasma).

Se analizé y compard el ajuste de varios modelos estandar y se seleccioné el modelo mas

significativo de acuerdo con el valor de la R-cuadrada.

Modelo Expresion
Lineal Y=a+bxX
Exponencial Y = exp (a + bxX)
Reciproco-Y Y=1/(a+bxX)
Reciproco-X Y =a+ biX
Doble reciproco Y =1/(a+ b/X)
Logaritmico-X Y = a + bxIn(X)
Multiplicativo Y =axX°
Raiz cuadrada-X Y = a + bxsqri(X)
Raiz cuadrada-Y Y = (a + b%xX)*

Curva-S

Y = exp (a +b/X)

Donde: a = intercepto, b = pendiente
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7. RESULTADOS

7.1. Etapa 1.

7.1.1. Dimensiones Fisicas y Densidad de los Bolos.

La masa promedio (n=22) de los bolos de Selenio fabricados en etapa 1 resultd de 13.0265
gramos, con una Desviacion Estandar (o) = 4.9393x10” y un Coeficiente de variacion (CV) de
0.0379%. La densidad de los bolos se determiné por desplazamiento de agua en una probeta
graduada. La determinacion se hizo por triplicado empleando dos bolos en cada ocasion. La
densidad promedio resulté de 2.3667 g/cm®, con una o = 1.1547x10 y un CV de 0.0487%.

En cuanto a las dimensiones fisicas, se evaluaron 20 bolos empleando un micrometro
(calibrador) digital Mitutoyo y los resultados fueron los siguientes:

Largo 45.08 mm, o = 0.01076, y CV = 0.02386%
Ancho 13.1665 mm, o = 0.01424 y CV = 0.1081%
Espesor 13.2657 mm, o = 0.0633, y CV =0.4773%

Figura 12. Fotografias de los Bolos de Selenio Etapa 1, mostrando largo y
espesor (izquierda) y largo y ancho (derecha).
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Con el objetivo de evitar la regurgitacion del bolo intra-ruminal, se tenia que fabricar haciéndolo
lo suficientemente denso para que permaneciera en el reticulo. También habia que tomar en
cuenta que para evitar dafo a la mucosa de este 6rgano, el bolo deberia contar con una

geometria que evitara partes agudas.

De acuerdo con Gyurik (1988), una densidad de 2.25 a 3.5 g/om® deberd mantenerse para
evitar 1a regurgitacibn en animales en pastoreo. Este requisito estd cubierto por los bolos
fabricados en esta etapa ya que cuentan con una densidad de 2.36 g/cm®. En cuanto a la
geometria, en la Figura 12 se puede observar que los bolos tienen puntas redondeadas y

superficie lisa.

7.1.2. Perfiles Plasmaticos de Selenio*

De acuerdo con el analisis estadistico de los datos de concentracion plasmatica de selenio
obtenidos en esta primera etapa (Anexo 1). se encontrd que hubo efecto significativo de los
tratamienos (P = 0.0197), del tiempo (P < 0.0001),y de la interaccién entre tratamiento y tiempo
(P < 0.0001). En contraparte, no hubo efecto significativo de la raza, de la interaccion entre la
raza y el tratamiento, de la interaccién entre raza y tiempo, ni tampoco de la interaccion entre

raza-trratamiento-tiempo (P > 0.05).

En cuanto a los contrastes, las concentraciones plasmaticas de selenio de los animales que
recibieron el bolo con yodo resultaron significativamente diferentes de aquellas obtenidas para
los animales que recibieron los bolos con selenio y setenio + yodo, respectivamente (P =
0.0085).

En virtud de la importancia que tiene el efecto de la interaccién entre tratamiento y tiempo, el

andlisis que se presenta a continuacién estara centrado sobre este efecto.

* Los resuitados numeéricos del analisis estadistico correspondiente se encuentran en ef Anexo 1.
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Figura 13. Concentracion Plasmatica de Selenio en Funcion del Tiempo (Etapa 1)

La Interaccién Tratamiento-Tiempo *

Dentro del tratamiento 1 (Selenio) se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones plasmaticas iniciales (dia cero) y las de los dias 15 30 y 45. Las
concentraciones plasmaticas de selenio en el dia 15 fueron en promedio 80.7917 ng Selg
plasma mayores a las del dia cero (P< 0.0001). Las concentraciones plasmaticas de selenio en
el dia 30 fueron en promedio 28.75 ng Se/g plasma mayores a las del dia cero (P = 0.0028).Sin
embargo, a los 45 dias las concentraciones fueron mencres en promedio 21.6250 ng Se/g
plasma a las del dia cero. También dentro del tratamiento 1, las concentraciones plasmaticas de
selenio a los 15 dias resultaron significativamente diferentes a las de los dias 30 y 45. Siendo
mayores en promedio 52.0417 y 102.42 ng Sel/g plasma, ambas con valor de P< 0.0001.
Asimismo hay diferencia significativa entre las concentraciones plasmaticas de selenio en el dia
30 y el dia 45, siendo mayores las primeras por 50.3750 ng Se/g plasma en promedio con un
valor de P < 0.0001.

* Los resultados numéricos del andlisis estadistico correspondiente se encuentran en el Anexo 1.
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Esto indica que aquellos animales que recibieron el bolo con selenio mostraron un aumento
significativo en |a concentractdn plasmética en los primeros 15 dias del tratamiento, y que
después la concentracion del elemento fue disminuyendo hasta que el dia 45 ya estaban por

debajo de |la concentracién inicial.

La concentracion plasmatica de selenio méaxima debid encontrarse dentro de los primeros 15-20
dias de tratamiento, por lo que hubiera sido de gran utilidad muestrear con mayor frecuencia
durante este pefiodo, por gjemplo, una muestra inicial y después cada 3-4 dias para tener un
total de 6 a 8 puntos en los primeros 20-21 dias de estudio. Por otro lado, es claro que este
tratamiento fue efectivo al menos durante 30 dias y con seguridad por menos de 45 dias. Aqui
la propuesta seria muestrear al dia 35 y 40 para tener mejor idea de la duracidn de este

tratamiento.

DOentro del tratamiento 2 (Yodo) no se encontraron diferencias significativas entre las
concentracicnes plasmaticas iniciales y a los 15 dias. Sin embacgo, las concentraciones
plasmaticas de selenio en el dia 30 y 45 fueron menores en promedio 22.2083 y 30.2583 ng
Selg plasma, con respecto a las iniciales ( P = 0.0169 y P = 0.0069, respectivamente). Esto
indica que existe una disminucion en la concentracién plasmatica de selenio con el tiempo en
los animales que no recibieron bolo con selenio y sdlo recibieron yodo. No se encontro
diferencia significativa entre las concentraciones plasméticas de selenio en el dia 15 y 30, pero
si en el dia 15 y 45, siendo mayores las del dia 15 en promedio por 21.25 ng Se/g plasma, con
un valor de P = 0.0416. Tampoco hubo diferencia signfficativa entre las concentraciones

plasmaticas de selenio en los dias 30 y 45.

Dentro del tratamiento 3 (Selenio + Yodo) se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones plasmaticas de selenio iniciales y las de los dias 15 y 30. Las concentraciones
plasmaticas de selenio a los 15 y 30 dias resultaron mayores a las iniciales en pcomedio
55.8333 y 33.6667 ng Se/g plasma, respectivamente (P<0.001, y P = 0.007, respectivamente).
Sin embargo, ya no se encontré diferencia significativa entre las concentraciones iniciales y las
obtenidas a los 45 dias. Existe diferencia significativa entre las concentraciones plasmaticas de
setenio en el dia 15 con respecto a las de los dias 30 y 45, resultando mayores tas del dia 15 en
promedio por 22.1677 y 74.0417 ng Selg plasma, respectivamente (P = 0.0056 y P < 0.0001
respectivamente). También hubo diferencia significativa entre as concentraciones plasmaticas
de selenio en el dia 30 y 45, siendo mayores las det dia 30 en promedio por 51.8750 ng Se/g
plasma, con un valor de P < 0.0001.
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Al igual que en el caso del tratamiento 1 lo que se observé es un avmento significativo de la
concentracion plasmatica de selenio en los primeros 15 dias del tratamiento y una disminucion
posterior hasta que el dia 45 ya no hubo diferencia significativa con respecto a las
concentraciones iniciales. Nuevamente la concentracibn méxima debié estar ubicada en los

primeros 15-20 dias, y la duracién del tratamiento mayor a 30 dias pero menor a los 45.

Para ef anélisis entre tratamientos se considerd un tiempo a la vez, comenzando por ¢l dia cero

y posterniormente por el dia 15, 30 y 45.

En el dia cero no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, los tres grupos

de animales inictaron con concentraciones plasmaticas de selenio similares.

En el dia 15 se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones plasmaticas de
selenio del tratamiento 1 (selenio) con respecto al 2(yodo) y 3 (selenio + yodo). Los animales
con el tratamiento 1 mastraron mayores concentraciones, en promedio 73.4583 y 28.75 ng Se/g
plasma, que los animales con tratamiento 2 y 3 respectivamente (P < 0.0001 y P = 0.0138
respectivamente).

En el dia 30 se encontrd diferencia significativa entre las concentraciones plasméticas de
selenio del tratamiento 1 (selenio) y 2 (yodo). siendo mayores las del tratamiento 1 en promedio
por 33.9167 ng Se/g plasma, con un valor de P = 0.0016. No existio diferencia significativa entre
las concentraciones plasmaticas de selenio de los animales tratados con selenio y aguellos

tratados con [a combinacion de selenio + yodo.

En el dia 45 no se encontrd diferencia significativa entre las concentraciones plasmaticas de

selenio de los animales tratados con selenio, yodo, y selenio + yodo.

Estos resultados indican que los fratamientos de sefenio y selenio + yodo difinieron
significativamente del tratamiento con yodo durante el primer mes de tratamiento. La diferencia
entre el tratamiento 1 (selenio) y 3 (selenio + yodo) ocurmi6 en los primeros 15 dias. Contrano a
lo que se esperaba, la presencia del yodo en combinacién con selenio resutté en

concentraciones plasméticas mas bajas de selenio que cuando el selenio se administra solo.
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7.1.3. Concentraciéon de Selenio en Leche+

De acuerdo con el analisis estadistico de las concentraciones de selenio en leche durante la
primera etapa (Anexo 2), existio efecto significativo del tratamiento (P = 0.0133), del tiempo (P =
0.0121), de la interaccion entre tratamiento y tiempo (P = 0.0168) y de la interacciéon raza-
tratamiento-tiempo (P = 0.0055).

Los contrastes indican diferencia significativa entre el tratamiento 2(yodo) con respecto al 1
(selenio) y al 3 (selenio + yoda), con P = 0.0050.
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Figura 14. Concentracion de Selenio en Leche en funcion del tiempo (Etapa 1)

+ Los resultados numéricos del analisis estadistico correspondiente se encuentran en el Anexo 2.



La Interaccion Tratamiento-Tiempo+

Dentro del tratamiento 1 (Selenio), la unica diferencia significativa se presentd entre la
concentracion inicial de selenio en leche y aquella observada el dia 30. Las concentraciores al
dia 30 fueron mayores en promedio por 0.9975 ng Se/g Leche, con un valor de P = 0.0120.

Dentro de! tratamiento 2 (Yodo) no existié diferencia en las concentraciones de selenio en leche
con respecto al tiempo. Esto quiere decir que las concentraciones de selenio en leche de los
animales que solo recibieron yodo se mantuvieron “estables®, es decir, dentro de un mismo

intervalo durante todo el periodo de tratamiento.

Dentro del tratamiento 3 (Selenio + Yodo) existié diferencia significativa de las concentraciones
iniciales de selenio en leche con respecio a las concentraciones observadas en el dia 30 y 45.
Las del dia 30 fueron mayores en promedio por 1.325 ng Se/g leche, que las iniciales (P =
0.0004). Las concentraciones de selenio en leche a los 45 dias fueron mayores en promedio
por 0.8456 ng Selg leche, que las iniciales (P = 0.0540). Las concentraciones de selenio en
leche a los 30 dias también fueron mayores a las observadas el dia 15 en promedio por 1.155
ng Se/g leche, con un valor de P = 0.0026.

En el caso del tratamiento 3 los resultados indican que los animales que recibieron la
combinacién de elementos (selenio + yodo) mostraron las mayores concentraciones de selenio
en leche entre el dia 30 y 45, y que estas concentraciones resultaron diferentes de las

observadas al inicio y en los primeros 15 dias.

Para el analisis entre tratamientos se considerd un tiempo a la vez, comenzando por el dia cero

y posteriormente por el dia 15, 30 y 45.

En el dia cero y a los 15 dias no hay diferencia significativa entre los tres tratamientos.

+ Los resultados numéricos def analisis estadistico correspondiente se encuentran en el Anexo 2.
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A los 30 dias se encontré diferencia significativa entre las concentraciones de selenio en leche
de animales tratados con selenio (F1) y aquellos tratados con yodo (F2). Las concentraciones
fueron mayores para el grupo que recibi6é selenio en promedio por 1.205 ng Se/g leche, con un
valor de P = 0.0005. No se encontrd diferencia significativa entre las concentraciones de selenio
en leche de animales que recibieron el bolo con selenio y aquellos que recibieron el bolo con
selenio + yodo. Existi6 diferencia significativa en 1as concentraciones de selenio en leche enire
el tratamiento con yodo (F2) y el tratamiento de selenio + yodo (F3). siendo mayores las
concentracionas de selenic en leche para los animales que recibieron la combinacidn de
elementos por 1.483 ng Se/g leche y P < 0.0001.

A los 45 dias los resultados indican que ya no existia diferencia significativa en las
concentraciones de selenio en leche de animales que recibieron el bolo con selenic (F1) y
aquellos que recibieron el bolo con yodo (F2). Tampoco entre los animales que recibieron el
bolo con yodo (F2) y aquellos que recibieron el bolo con selenio + yodo {F3). Comparando los
tratamientos 2 y 3, 10s animales que recibieron la combinacidn de elementcs parecen tener una
mayor concentracion de selenio en leche (0.9386 ng Se/g leche) aunque el valor de P fue de
0.0561.

En conclusién, la administracion de bolos con selenio o de bolos con selenio + yodo produjo

mayores concentraciones de selenio en Jeche a los 30 dias de la administracion.

Perfiles Plasmaticos de Triyodotironina (T3) A

Los resuitados del analisis estadistico (Anexo 3), muestran que hubo efecto significativo del
tratamiento (P = 0.0002), del tiempo (P < 0.0001), y de la interacciéon entre tratamiento y liempo
(P = 0.0034),

Los contrastes indican que existid diferencia significativa entre el tratamiento con selenio + yodo
(F3) con respecto at tratamiento con yodo(F2) y Selenio (F1) con un valor de P = 0.0044.
Asimismo, que el tratamiento con yodo (F2) difind significativamente de los tratamientos en
donde se administré selenio (F1 y F3) con un valor de P < 0.0001.

A Los resultados numericos del andlisis estadistico correspondiente se encuentran en el Anexo 3.
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Figura 15. Perfiles plasmaticos de Triyodotironina (T3) en funcidn del tiempo.

La Interaccién Tratamiento-Tiempo A

Dentro del tratamiento 1 (selenio), la concentracion plasmatica de T3 aumenté a los 15 dias y
continudé aumentando hasta el dia 30 para después disminuir a los 45 dias aln por debajo de
las concentraciones iniciales. Existié diferencia significativa entre las concentraciones iniciales
de T3 y aquellas observadas a los 15 y 30 dias. A los 15 dias fueron mayores en promedio por
0.1383 nmol T3/L plasma y a los 30 dias por 0.2321 nmol T3/L plasma, con valores de P =
0.0093 y P = 0.0001 respectivamente. No hubo diferencia significativa entre las concentraciones
plasmaticas de T3 entre los dias 15 y 30. A los 45 dias existi6 diferencia significativa entre las
concentraciones plasmaticas de T3 con respecto al dia cero, 15 y 30 dias, en este punto se
presentaron las concentraciones mas bajas de T3. El efecto positivo del selenio sobre la
concentracion de T3 tuvo una duracién de entre 15 y 30 dias.

A Los resultados numeéricos del andlisis estadistico correspondiente se encuentran en el Anexo 3.
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Dentro del tratamiento 2 (yodo). no existié diferencia significativa entre las concentraciones
plasméaticas de T3 observadas inicialmente, a los 15 y 30 dias. Sin embargo. las
concentraciones a los 45 dias fueron mas bajas significativamente de las antenores, un efecto

también observado en los animales tratados con Selenio.

Dentro del tratamiento 3 (selenio + yodo) hubo un aumento en las concentraciones plasmaticas
de T3 a los 15 dias, y se prolongd hasta el dia 30. Existid diferencia significativa entre las
concentraciones plasmaticas iniciales de T3 y las observadas a los 15 y 30 dias. A los 15 dias
fueron mayores en promedio por 0.1754 nmol T3/L plasma, y a los 30 dias por 0.2862 nmol
T3/L, plasma, con valares de P = 0.0015 y P < 0.0001, respectivamente. No existié diferencia

significativa en las concentraciones plasmaticas de T3 entre el dia 15y el 30.

Las concentraciones de T3 a los 45 dias dififeron significativamente y fueron menores a las
observadas en los dlas 15 y 30. Sin embargo no difirieron de las observadas inicialmente. £n
este caso, también se observd una disminucidn en los niveles ptasmaticos de T3 a los 45 dias,
sin embargo, esta disminucion no fue tan marcada como la observada para el grupo 1y 2, ya

que los niveles son comparables a los iniciales.

Para el analisis entre tratamientos se considerd un tiempo a la vez. comenzando por el dia cero
y posteriormente por el dia 15, 30 y 45.

En el dia cero no hubo diferencia significativa en los niveles plasméaticos de Tnyodotironina

entre los tres tratamientos.

A los 15 dias, los animales que recibieron el bolo con selenio (F1) mostraron mayores
concentracionas de T3 en plasma con respecto a los animales que recibieron yodo (F2). La
diferencia resultd significativa, la concentracién en los animales del grupo 1 fue mayor en
promedio por 0.1579 nmot T3/L ptasma, con un vator de P = 0.0046. Al mismo tiempo no hubo
diferencia significativa en los niveles plasmaticos de T3 en animales que recibseron el bolo con
selenio o el bolo con selenio + yodo. La concentracién de T3 en animalas que recibieron la
combinacion de selenio + yodo fue mayor en promedio por 0.1567 nmol T3/L plasma, con
respecto a los animales que recbieron solo ycdo, la diferencia resultd significativa con un valor
de P = 0.0049.
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A los 30 dlas, la situacidn resultd similar a la observada a los 15. Los animales que recibieron
selenio y selenio + yodo mostraron concentraciones plasmaticas de T3 mayores y
significativamente diferentes a las de los animales que recibieron solamente yodo. El
lratamiento con el selenio produjo un aumento en promedio de 0.1988 nmol T3/L plasma, vy el
tratamiento con selenio + yodo de 0.2146 nmot T3/L plasma, por amba de las concentraciones
encontradas en los animales que retibieron el bolo con yodo (los valores de P = 0.0006 y de P
= 0.0003, respectivamente). En este punto no hubo diferencia significativa entre las
concentraciones de T3 producidas por el tratamiento con selenio y el tratamiento con selenio +
yodo.

A los 45 dias ya no hubo diferencia significativa entre las concentraciones ptasmaticas de tos
animales que recibieron el bolo con yodo y aquellos que recibieron selenio o la combinacion de
selenio + yodo. Sin embargo, existié diferencia significativa entre el tratamiento con seienio y el
tratamiento con selenio + yodo (P = 0.0187). Las concentraciones plasmaticas de T3 fueron
mayores en animales que recibieron fa combinacién de elementcs, en promedio por 0.08417
nmol T3/L plasma.

Los resultados mostraron que la liberacién de selenio a partir de) bolfo cesé aproximadamente a
los 30 dias, después de los cual se observd una disminucion en (a concentracion de T3. La
combinacién de selenio + yodo evitd que esta disminucion fuera tan pronunciada como en el
caso del tratamiento que solo suplementd selenio. Hubo un efecto observable de disminucion
en {as concentraciones plasmaticas de Triyodotircnina entre los 30 y 45 dias no sdlo en
aqueflos animales que recibieron selenio o selenio + yodo, sino tambien en aquellos que

recibieron solamente yodo.

7.1.5. Perfiles Plasmaticos de Tiroxina (T4) &

De acuerdo con el analisis estadistico (Anexo 4), existié efecto significativo del tratamiento (P =
0.0050), y del tiempo{P < 0.0001), sobre las concentraciones plasmaticas de tiroxina (T4). A
diferencia de los andlisis anteriores, en este caso no hubo efecto significativo de la interaccion
entre tratamiento y tiempo (P = 0.0576). Los contrastes indican diferencia significativa en los
niveles de T4 en el plasma de animales que recibieron el bolo con yodo y aquellos animales

que recibieron selenio o selenio + yodo.

& Los resultados numéricos det andlisis estadistico correspondiente se encuentran en el Anexo 4.
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Figura 16. Perfiles plasmaticos de Tiroxina (T4) en funcién del tiempo

La Interaccién Tratamiento-Tiempo &

Dentro del tratamiento 1 (Selenio), se encontré diferencia significativa entra las concentraciones
plasmaticas iniciales de T4 y aquellas observadas en los dias 15 y 30, pero no con respecto a
las del dia 45. Hubo una disminucion en promedio de 7.3529 nmol T4/L plasma, para el dia 15y
una disminucion de 5.1017 nmol T4/L plasma, con respecto a la concentracion inicial (P =
0.0004 y P = 0.0127, respectivamente).

Las concentraciones plasmaticas de tiroxina a los 45 dias fueron mas altas, en promedio por
5.5054 nmol T4/L plasma, y difirieron significativamente de las encontradas en el dia 15. Esto
indica que después de haber una disminucion de los niveles plasmaticos de T4 durante los
primeros 15 dias, se produjo un aumento hacia los 30 y 45 dias.

+ Los resultados numéricos del andlisis estadistico correspondiente se encuentran en el Anexo 4.



Dentro del tratamiento 2 (yodo) ia Unica diferencia significativa se encontrd entre las
concentraciones iniciales de tiroxina y aquellas observadas a los 45 dias. De hecho, las
iniciales fueron mayores en promedio por 4.12 nmol T4/L plasma (P = 0.0170). Esto quiere decir
que los niveles plasmaéticos de tiroxina en los animales que recibieron el bolo con yodo son
relativamente constantes, aunque hay una disminucidn progresiva que se hace evidente al

comparar las concentraciones iniciales y las de los 45 dias.

Al igual que en el caso del grupo 1. los animales que recibieron el tratamiento con la
combinacion de elementos mostraron una disminucién de las concentraciones de tiroxina en
plasma a los 15 dias y posteriormente un aumento en las mismas en el periodo de los 30 a 45
dias .Las concentraciones a los 15 dias fueron mas bajas en promedio por 8.4417 nmol T4/L
plasma, y a los 30 dias por 5.4842 nmol T4/L plasma, con respecto a las iniciales (P < 0.0001, y
P = 0.0080, respectivamente). Sin embargo, las concentraciones plasmaticas de tiroxina a los
45 dias fueron mayores y significativamente diferentes de fas encontradas a los 15y 30 dias, en
promedio por 6.5092 nmo! T4/L plasma y 3.5517 nmol T4/L plasma, respectivamente (P =
0.0004 y P = 0.0365, respectivamente).

Existid por tanto un efecto de reduccion en la concentracion plasmatica de tiroxina debido a la
administracion del bolo con selenio y del bolo con selenio + yodo durante los primeros 15 dias
de tratamiento. Apasentemente, no hubo ningun efecto adicional por parte del yodo en el
tratamiento 3.

Para el analisis entre tratamientos se consideré un tiempo a la vez, comenzando por el dia cero

y postedormente por el dia 15, 30 y 45.

En el dia cero no se encontro diferencia significativa en las concentraciones plasmaticas de

tiroxina entre los diferentes tratamientos.

A los 15 dias la diferencia en las concentraciones plasméaticas de tiroxina resufto entre los
animales que recibieron el bolo con selenio y selenio con yodo con respecto a los animales que
solo recibieron yodo. La administracién del bolo con selenio produjo concentraciones mas bajas
de T4 de en promedio 4.9892 nmol T4/L plasma (P = 0.0018).Por su parte, la admintstracién del
bolo con selenio + yodo resuttd en concentraciones de T4 mas bajas en promedio por 5.2921
nmol T4/L plasma (P = 0.0010) que las observadas en animales que recibieron el boto con
yodo. No hubo diferencia significativa en la concentracién de T4 en plasma de animales que

recibieron selenio 0 selenio + yodo.
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A los 30 dias, la concentracion plasmatica de tiroxina en animales que recibiecon bolo con
selenio pemanecié siendo mas baja, en promedio por 4.3371 nmol T4/L plasma, y
significativamente diferente (P = 0.0166), de la concentracién encontrada en animales que
solamente recibieron yodo . De igual manera, las concentraciones plasmaticas de trroxina en
animales que recibieron {a combinacion de selenio + yodo fueron mas bajas, en promedio por
3.9338 nmol T4/L plasma, y significativamente diferentes (P = 0.0282), de las concentraciones
de tiroxina en animales que solo recibieron yodo. No se encontré diferencia significativa entre el

tratamiento 1 y el tratamiento 3.

A los 45 dias ya no existié diferencia significativa en los niveles de tiroxina entre los animales
que recibieron los bolos con selenio, yodo y selenio + yodo.

7.1.6. Analisis de Correlacién entre T3 vs Concentracién de Selenio en Plasma

Se realiz6 un analisis de regresion simple usando la concentracion de Triyodotironina (T3) como
variable dependiente y la concentracion plasmatica de selenio como variable independiente,

para cada uno de los tratamientos. Los modelos resuttantes se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Modelos que describen la relacion entre T3 y la concentracion de selenio en plasma

—

Tratamienio Modelo Vaior de P ’| R-cuadrada i
Selenio T3 = 0.4881% SePlasma*0.1691 0.0003 | 29.4782% |
: |
In(T3) =-0.7171 + 0.1691%In{SePlasma) |
Yodo T3 = 0.9977 - 2.3027/SePlasma 0.3120 2.7615%
Selenio + Yodo T3 = 04024 *SePlasma*0.2208 0.0000 43.9454%
0
In(T3) =-0.9102 + 0.2208*In(SePlasma)

Los resultados que se muestran en el Anexo 5, indican que para el tratamiento 1 (Selenio), un
modelo multiplicativo es el que mejor ajuste tiene a los datos. Debido a que el valor de P en el
ANOVA es menor a 0.01, existe una relacién estadisticamente significativa entre la
concentracion plasmatica de Triyodotironina (T3), y la concentracion plasmatica de selenio

(SePlasma) con un nivel de confianza del 88%.
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La R-cuadrada indica que el modelo explica el 29.47% de la varabilidad en T3 después de
transformana a una escala logaritmica para linealizar el modelo. El coeficiente de correlacion

(0.5429), indica una relacién moderada entre fas variables.

En el caso del tratamiento con Yodo, el modelo reciproco que se muestra en el cuadro 5 tiene
un valor de P = 0.3120 en et ANOVA (Anexo 8), indicativo de que no hay relacion significativa

entre las variables con un nivel de confianza del 90% o mayor.

Por su parte, los datos del tratamiento 3 (Selenio + Yodo) son descritos mejor por un madelo
multiplicativo, y debido a que &l valor de P en el ANOVA {Anexo 7) es menor al 0.01, existe una
relacion estadisticamente significativa entre T3 y la concentracién plasmatica de selenio con un
nivef de confianza del 99%. La R-cuadrada indica que e! modelo explica el 43.94% de la
variabilidad en T3 después de su transformacion a una escala logaritmica para linealizar &f

modelo. El coeficiente de correlacion (0.6629), indica una relacién moderada entre las variables.
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ng Se/q plasma

Tratamiento 3
(Setenio + Yodo)
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[F vy Jrorr

0 40 80 120 160 200

ng Se/g plasma

Figura 17. Gréficos de Ajuste del Modelo para T3 en funcidn de la concentracidn plasmatica de
selenio. Armiba : tratamiento 1 (Seienio); Abajo: tratamiento 3 (Selenio + Yodo).
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7.1.7. Anélisis de Correlacién entre T4 vs Concentraclén de Selenio en Plasma
En este caso el andlisis de regresion se realizé usando como variable dependiente la
concentracion plasmatica de tiroxina (T4) y como variable independiente a la concentracion

plasmatica de selenio (SePlasma). Los modelos resultantes se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Modelos que describen 1a relacion entre T4 y la concentracion de selenio en plasma

Tratamiento Modelo Valor de P | R-cuadrada
Selenio T4 =1/(0.014715 + 0.00001212% SePlasma) 0.0001 32.5321%
Yodo T4 = 52.4917% SePlasma”0.051793 0.0714 8.52057% |

o
In(T4) = 3.96066 + 0.51793%In(SePiasma)
1Selenio + Yodo T4 =16.11 — 1.3896% sqrt (SePlasma) l 00001_ 34.2753%

Los resultados para el tratamiento 1 (Selenio), muestran el ajuste con un modelo reciproco-Y
para describir la relacidon entre T4 y la concentracién plasmatica de selenio. Debido a que el
valor de P en el ANOVA (Anexo 8), es menor a 0.01, existe una relacion estadisticamente
significativa entre las variables con un nivel de confianza del 99%. La R-cuadrada indica que &l
modelo explica el 32.53% de la vanabilidad en T4 después de transformara a una escata
reciproca para linealizar el modelo. Ef coeficiente de coirelacion (0.570369), indica una relacion

moderada entre las vanables.

Para el tratamiento 2 (Yodo), es un modelo muliplicativo el que tiene mejor ajuste a los datos.
El valor de P en el ANOVA (Anexo 89), es menor de 0.10, por lo que existe una refacion
estadisticamente significativa entre T4 y la concentracién plasmatica de selenio con un nivel de
confianza del 90%. La R-cuadrada indica que el modelo explica solamente el 8.52% de la
variabilidad en T4 una vez que ha sido transtormada a una escala logaritmica para linealizar €l

modelo. El coeficiente de correlacion (0.2919), indica una relacion débit entre las variables.

En el caso del tratamiento 3 (Selenio + Yodo), los resuttados muestran un modelo de la raiz
cuadrada de X para describir la relacidn entre las variables. El valor de P en el ANOVA {Anexo
10), es menor al 0.01, por lo que la relacion es estadisticamente significativa con un nivel de
confianza del 99%. La R-cuadrada indica que el modelo explica el 34.27% de la varnabilidad en
T4. El coeficiente de correlacién (-0.585451), indica una relacién moderada entre las varables.
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Figura 18. Gréficos de ajuste del modelo para T4 en funcidn de |a concentracion plasmatica de
selenio. Arriba: Tratamiento 1 {Selenio); Al centro: tratamiento 2 {Yodo); Abajo: tratamiento 3

(Selenio + Yodo).
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7.2, Etapa 2.

Con base en los resultados de la primera etapa, en donde se observd que la duracién de los
bolos conteniendo selenio era relativamente corta 15-30 dias, se decidi6 aumentar la
concentracién de selenio y mantener la de yodo en el mismo nivel. De esta forma, los bofos F1
y F3 en |la segunda etapa tendrian un contenido de 4 gramos de selenito de sodio equivalente a
1.8 gramos (1800mg) de Selenio. El tamafio del bolo aument6 desde una masa de 13 gramos

hasta una de 31 gramos.

7.2,1. Dimensiones Fisicas y Densidad de los Bolos.

Se determinaron las dimensiones fisicas a 12 bolos de cada formulacién, la densidad de los
bolos se determiné por desplazamiento de agua al interior de una probeta graduada empleando

un bolo en cada ocasién y realizando la prueba por triplicado. £l Cuadro 7 muestra los

resultados de forma resumida.

Cuadro 7. Dimensiones fisicas de los Bolos en Etapa 2.

Bolo Masa (g) Largo Ancho Espesor Densidad

(mm) (rm) (mm) (g/cm’)

F1 (Selenio) 30.9426 | 64.4358 | 19.6925 15.495 2.0683
(0.1218) | (0.0323) | (0.0105) (0.0362) (0.0101)

F2 (yodo) 30.9747 64.3933 19.6775 14.9033 2.1856
(0.0431) | (0.0257) | (0.0105) (0.1192) (0.0429)

F3 (Selenio + yodo) 30.9658 64.3918 19.6845 15.3781 2.0667

(0.0702) | (0.0107) | (0.0112) | (0.0708) | (0.0069)

Los datos entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar.

Los bolos de las tres formulaciones son praclicamente idénticos en cuanto a su largo y ancho,
pues estos parametros estan definidos por las dimensiones de la matriz y punzones usados
para su fabricacion. Sin embargo, el espesor de los bolos conteniendo yodo es menor debido a
que contiene menor cantidad de “activos” y en compensacion contiene vna mayor cantidad de

agente densificador. Esto sin lugar a duda se refleja en una mayor densidad.
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Figura 19. Fotografias de los bolos de la etapa 2. Selenio (superior), Yodo (en medio) y
Selenio + Yodo (abajo), mostrando vista general (izquierda) y lateral (a la derecha).

.

La Figura 19 muestra fotografias de bolos correspondientes a cada una de las formulaciones.
Es posible apreciar el color gris metalico debido al agente densificador. Una superficie lisa y
continua a causa de la deformacion plastica del agente formador de la matriz y controlador de la
liberacion. También se pueden observar las puntas y bordes redondeados para facilitar su
dosificacion y evitar dafio a mucosas. Los bolos cuentan con una densidad por arriba de los 2
g/em® que en combinacién con la masa total del dispositivo de aproximadamente 31 gramos
aseguran la retencion en rumen.
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7.2.2. Perfiles Plasmaticos de Selenioa

De acuerdo con los resultados del analisis estadistico (Anexo 11), existe efecto significativo del
tratamiento (P < 0.0001), tiempo (P < 0.0001) y de la interaccion entre el tratamiento y el tiempo
(P < 0.0001).

En cuanto a los contrastes, el grupo que recibié el bolo con selenio + yodo mostré niveles
plasmaticos de selenio diferentes de los animales que recibieron selenio o yodo (P < 0.0001).
Ademas el tratamiento con yodo produce niveles plasméticos de selenio diferentes a los de
animales que recibieron selenio o selenio + yodo (P < 0.0001).

ng Se/g plasma

-15 0 15 30 45 60 75 90
Tiempo (dias)

=@=Se ~#-| =#=Se + |
Figura 20. Concentracion plasmatica de selenio en funcién del tiempo en etapa 2.

4 Los resultados numéricos del analisis estadistico correspondiente se encuentran en el Anexo 11.
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La Interaccién Tratamiento-Tiempod

Dentro del tratamiento 1 (Selenio), no existi6 diferencia signtficativa en las concentraciones
plasméticas de selenio desde 15 dias antes de iniciar el tratamiento y hasta el dia 15 posterior a
la administracién del bolo con selenio. Se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones iniciales de selenio en plasma y aquellas observadas a los 30, 45 y 60 dias. En
el dia 30, las concentraciones son mayores en promedio por 62.6667 ng Se/g plasma, en el dia
45 por 85.3333 ng Se/g plasma, y en el dia 60 por 45 ng Se/g plasma con respecio a las
iniciales (dia cero) y con valores de P < 0.0001 en los tres casos. El punto maximo se presentod
en el dia 45 y las concentraciones plasmaticas son mayores a las del dia 30 por 22.6667 ng
Sel/g plasma, y a las del dia 60 por 40.3333 ng Se/g plasma, con valores de P = 0.0004 y P <
0.0001, respectivamente.

Las concentraciones de selenio en plasma a los 75 y 90 dias ya no dififieron signifitcativamente
de las encontradas inicialmente. Por tanto, el efecto positivo del bolo con selenio se observo en

15 dias < tiempo < 75 dias.

Dentro del tratamiento 2 (yodo) y a pesar de que el bolo administrado no contenia selenio. se
observaron algunas diferencias en el transcurso del ttempo que duro el estudio. Por ejemplo, las
concentraciones plasmaticas de selenio en el dia 30 resultaron mayores en promedio por
14.4143 ng Se/g plasma, a las iniciales (dia cero) y significativamente diferentes (P = 0.0238).
Esto indica que en el transcurso de los primeros 30 dias existi6 un aumento en los niveles de
selenio plasmatico y por lo tanto alguna fuente extema de selenioc o movilizacion tisular. La
concentracion en el dia 30 también resulté mayor que la observada en el dia 90 por 10.714 ng
Selg plasma, asi que también se da una disminucion en las concentraciones de selenio ea los

dos meses siguientes.

Dentro del tratamiento 3 (selenio + yodo) no se observé diferencia significativa en las
concentraciones plasméaticas 15 dias antes y el dia de la administracién del bolo (dia cero).
Durante los primeros 45 dias la concentracién de selenio en plasma aumenté de manera
significativa siendo en el dia 15 mayor en promedio por 15.8889 ng Se/g plasma, en el dia 30
por 50.3333 ng Se/g plasma, y en el dia 45 por 98.1111 ng Se/g plasma, con respecto a la
concenteacién inicial, con un valor de P = 0.0285 para la diferencia entre el dia cero y el 15, y

con valores de P < 0.0001 para las diferencias entre el dia cero y los dias 30 y 45.

4 Los resultados numéricos del andlisis estadistico correspondiente se encuentran en el Anexo 11.
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Un efecto positivo de la administracién del bolo con selenio + yodo es notorio un mes después
del maximo, es decir, hasta el dia 75 en donde todavia hay una diferencia de 23.11 ng Se/g

plasma, sobre la concentracion plasmatica inicial.

El punto maximo en el perfil se ubico, al igual que en el caso del tratamiento 1, en el dia 45
posterior a la administracion del bolo. En este punto la concentracién de selenio en el plasma
de los animales fue mayor por més de 40 ng Se/q plasma, a las observadas los dias 30 y 60,
con vafores de P < 0.0001 en ambos casos. Para el dia 90 ya no existid diferencia significativa

con respecto a la concentracion inicial de selenio en plasma.

Para el analisis entre tratamientos se considerd un tiempo a la vez, comenzando por el dia cero

y postediormente por el dia 15, 30 , 45, 60, 7Sy 90.

En el dia cero no existe diferencia significativa en las concentraciones plasmaticas de [os
animates asignados a Jos diferentes iratamientos. 15 dias después de la administracidéa de los
bolos (tratamientos), aun no existia diferencia en los niveles plasmaticos de selenio entre

animales de diferentes grupos.

En el dia 30, los niveles plasmaticos de selenio en animales que recibieron el bolo con selenio
fueron mayores y significativamente diferentes de {os niveles de selenio en animales que
recibieron el bolo con yodo y en aquellos que recibieron el bolo con la combinacion de selenio +
yodo. En promedio, resultaron mayores por 55.7238 ng Se/g plasma con respecto a F2 (P <
0.0001), y por 14.7778 ng Selg plasma, con respecto a F3 (P = 0.0391). En esta misma fecha,
los animales que recibieron el bolo con selenio + yodo alcanzaron niveles plasmaticos de
selenio mayores en promedio por 40.9460 ng Se/g plasma a los encontrados en animales del
grupo tratado con yodo (P < 0.0001).

En el dia 45, los animales que recibieron los bolos con selenio y selenio + iodo{(F1 y F3), no
mostraron drferencia significativa en los niveles plasmaticos de selenio. Sin émbargo, ambos
muestran concenfraciones plasmaticas del elemento mayores a los animales que recibieron
solamente yodo (F2). La diferencia con respecto a F1 fue de 88.4619 ng Se/g plasma . y la
diferencia con respecto a F3 fue de 98.7952 ng Se/g plasma, ambas con valor de P < 0.0001.



El mismo tipo de diferencia ocurrid entre tos animales tratados con selenio y selenio + yodo con
respecto a los que recibieron yodo en el dia 60. En promedio 40.7571 ng Se/g plasma, y
48.4794 ng Selg plasma, mas de selenio en el plasma de los animales que recibieron bolo con
selenio y selenio + yodo respectivamente, en comparacion con los animales que solo recibieron
yodo (P < 0.0001 en ambos casos). No hubo diferencia entre F1y F3.

En el dia 75 posterior a la administracién del bolo correspondiente, ya no hubo diferencia en la
concentracion plasmatica de selenio entre animales que recibieron el bolo con selenio y
aquellos que recibieron el bolo con yodo. Tampoco se encontré diferencia entre los que
recibieron bolo con selenio y bolo con selenio + yodo. Sin embargo, si existe diferencia
significativa en la concentracién plasmética de selenio enire animales que recibieron la
combinacién selenio + yodo en relacién a aquellos que solamente recibieron yodo. Esta

diferencia fue por 19.8095 ng Se/g plasma, de F3 en comparacién con F2 (P = 0.0062).

Para el dia 90 ya no existid diferencia en las concentraciones plasmaticas de selenio entre

animales dosificados con Selenio, Yodo, y Selenio + Yodo.

Concentracién de Selenio en Leches

De acuerdo con fos resultados del anaiisis estadistico (Anexo 12), existi6 efecto significativo del
tratamiento (P < 0.0001}), del tiempo (P < 0.0001), y de la interaccién entre el tratamiento y el

tiempo (P < 0.0001), sobre fa concentracion de selenio en leche.

Los contrastes indican que hubo diferencia significativa en la concentracién de selenio en leche
enire animales que recibieron el bolo con la combinacion de elementos (F3), en comparacion a
aquellos que recibieron el bolo con yodo (F2) y con los que recibieron el bolo con selenio (F1),
con un valor de P < 0.0001. Ademas, que los niveles de selenio en feche de los animales que
solo recibieron yodo, fueron diferentes a los encontrados en animales que recibieron bolos que

contenian selenio (F1 y F3), con un valor de P < 0.0001.

+ Los resultados numéricos del andlisis estadistico correspondiente se encuentran en el Anexo 12.
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Figura 21. Concentracién de selenio en leche en funcién del tiempo en etapa 2.

La Interaccion Tratamiento-Tiempo ¢

Dentro del tratamiento 1 (Selenio), no hubo diferencia significativa entre las concentraciones
iniciales (dia cero) de selenio en leche y las observadas 15 dias después de la administracion
del bolo. Posteriormente, y hasta el dia 45 en donde se present6 la maxima concentracion de
selenio en leche, existié un aumento significativo en las concentraciones del elemento. Al dia 30
las concentraciones de selenio en leche se encontraban en promedio 1.7870 ng Se/g leche, por
arriba de las iniciales (P < 0.0001), y al dia 45 la diferencia llegé a ser de 3.4267 ng Se/g leche
(P < 0.0001). Entre el dia 45 y el 75 de tratamiento se observé una disminucion en los niveles
de selenio en leche. Sin embargo, la diferencia es significativa y positiva con respecto a las
iniciales.

+ Los resultados numéricos del andlisis estadistico correspondiente se encuentran en el Anexo 12.
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En el dia 60 se encontraba en promedic 1.8117 ng Selg leche, por amiba de la inicial (P <
0.0001), y el dia 75 ain estaba por aemiba de la inicial por 0.8297 ng Se/g leche (P = 0.0012). Ya
para el dia 90 no hubo diferencia en concentracidon de selenio en leche con respecto a las

observadas inicialmente.

Como se puede observar, inicialmente hubo una tendenda a la disminucién en la concentraciéon
de selenio en leche, la cual fue revertida por la administracion del bolo con selenio. Sin
embargo, el efecto del bolo se comenzd a notar hasfa el dia 30 posterior a la administracion,

alcanzando su méximo en el dia 45 y manteniendo un efecto positivo hasta el dia 75.

Dentro del tratamiento 2 (yodo), se observo la tendencia a la disminucién en la concentracion
de selenio en leche durante los primeros 30 dias. En el dia 30, de hecho existio diferencia
significativa con respecto a la inicial. En este punto la concentraciéon de selenio en leche fue
menor en promedio por 0.6972 ng Selg leche, con respecto a la observada en el dia cero.
Después se observd un periodo de recuperacion y ya para el dia 60 las concentraciones en
leche eran equiparables a las iniciales y se mantuvieron sin diferencia significativa hasta el dia
90.

Dentro del tratamiento 3 (selenio + yodo), ya para el dia 15 existio una pequena diferencia, pero
significativa, con respecto a la concentracian inicial de selenio en leche. La diferencia fue por
0.6988 ng Selg leche (P = 0.0030). Esto marca una diferencia con respecio al tratamiento 1 en
donde solo se administrd seienio. Los cual quiere decir que el selenio esta llegando de manera
relativamente mas capida y en cantidad relativamente mayor cuando se encuentra presente |a
combinacién de selenio + yodo. El aumento més significativo ocurrié entre el dia 30 y 45 del
tratamtento. Las diferencia alcanzaron en promedio 2.5496 ng Se/g leche en el dia 30. y 3.89 ng
Selg plasma. en el dia 45 (P < 0.0001 en ambos casos).

Posteriormente se observé la fase de disminucidn en |a concentracién de selenio en leche. No
obstante, la diferencia siguid siendo positiva hasta el dia 75. Ya en el dia 90 no se encontré

diferencia con respecto a las concentraciones iniciales de selenio en leche.

Para el anélisis entre tratamientos se considerd un tiempo a la vez, comenzando por el dia cero
y postenormente por el dia 15, 30 , 45, 60, 75 y 90.
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En el dia cero no existié diferencia significativa en los niveles de selenio en leche entre los

animales asignados a los diferentes tratamientos.

En el dia 15, la concentracion de selenio en la leche de los animales que recibieron el bolo con
selenio o selenio + yodo fue mayor y significativamente diferente a la encontrada en la leche de
los animales que solo recibieton yodo. Los animales que recibieron el bolo con selenio
mostraron 0.7638 ng Se/g leche méas de selenio que los que solo recibieron yodo (P = 0.0009).
En el caso de los animales que recibieron la combinacion de selenio + yodo la diferencia
alcanz6 1.0486 ng Selg leche, en refacién con los animales tratados con yodo (P < 0.0001). No

se encontrd diferencia entre el tratamiente 1y 3.

En el dia 30, las mayores concentraciones de selenio se encontraron en la leche de ios
animales tratados oon la combinaciéon de selenio + yodo y estas difieren significativamente de
aquellas encontradas en los animales tratados con yodo y con selenio de forma individual. La
concentracion en leche de tos animales del grupo 3 fue mayor en promedio por 0.6523 ng Selg
leche, con respecto al grupo 1 (P = 0.0044), y de 3.2849 ng Se/g leche, con respecto al grupo
que solo recibié yodo (P < 0.0001). Los animales que recibieron el bolo con selenio (F1)
mostraron mayor concentracion de selenio en leche, 2.6327 ng Selg leche en promedio, que

aquellos que recibieron el bolo con yodo (F2), con un valor de P < 0.0001.

En el dia 45, la diferencia se presenté entre las concentraciones de selenio en la leche de los
animales que recibieron los bolos con selenio o selenio + yodo y aquellas encontradas en la
leche de animales que solamente recibieron yodo. El selenio en la ieche de animales que
recibieron el bolo con selenio fue mayor en promedio por 3.9898 ng Se/g leche, con respecto a
la concentracion del elemento encontrada en los animales que recibieron el bolo con yodo (P <
0.0001).

De igual manera, la concentracién de sefenio en leche de animales que recibieron la
combinacién selenio + yodo fue en promedio 4.4428 ng Se/g leche mayor a la observada en la
leche de los animales que recibieron solamente yodo (P < 0.0001). No hubo diferencia entre el

tratamiento 1 (selenio) y el 3 (selenio + yodo).
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En el dia 60, y una vez que pasd el maximo en las curvas, las diferencias entre los tratamientos
con selenio y selenio + yodo con respecto al tratamiento con yodo persistieron, y aunque fueron
menores resuftaron significativas. La concentracién de selenio en leche de animales que
recibieron el bolo con selenio fue mayor en promedio por 2.0388 ng Se/g leche a la encontrada
en animales gue recibieron el bofo con yodo (P < 0.0001). Por su parte, los animales que
recibieron la combinacién de selenio + yodo mostraron mayor concentracion de selenio en
leche, 1.9764 ng Se/g leche mas que los animales que solo recibieron yodo (P < 0.0001). No
hubo diferencia entre los niveles de selenio en leche de animales que recibieron bolo con

selenio o el bolo con la combinacion de selenio + yodo.

En el dia 75, las diferencias fueron pequefias pero significativas. El grupo que recibio el bolo
con selenio alcanzo concentraciones de selenio en leche que fueron mayores en promedio por
1.3588 ng Se/g leche, que las encontradas en la leche de los animales que recibieron bolo con
yodo (P < 0.0001). El grupo que recibio el bolo con selenio + yodo alcanzé concentraciones de
selenio en leche mayores en promedio por 1.2443 ng Se/g leche a aquellas observadas ea los
animales que solamente recibieron yodo (P < 0.0001). No existio diferencia significativa en los
niveles de selenio en la leche de animales tratados con selenio o6 con la combinacion de selenio

+ yodo.

En el dia 90, ya no hubo diferencta significativa en las concentraciones de selenio en leche de

animales que recibieron bolos con selenio, selenio + yodo o solamente yodo.

En esta segunda etapa, la duracion del efecto positivo de los tratamientos con selenio (F1) y
selenio + yodo (F3) fue de aproximadamente 75 dias Existe un efecto sutil del yodo en los

primeros 15 dias del estudio, sin llegar a marcar diferencias significativa entre los tratamientos 3

y 1.
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7.2.4. Analisis de Correlacién entre la Concentracién de Selenio en leche vs la
concentracién de selenio en Plasma

La comparacion de las lineas de regresién se llevo a cabo empleando a la concentracion de
selenio en leche (SeLeche) como vardable dependiente y a la concentraciéon de selenio en
plasma (SePlasma) como la variable independiente, evaluando cada tratamiento. El Cuadro 8
muestran los modelos de regresién lineal que describen la relacidn entre las variables para
cada tratamiento.

Cuadro 8. Modelos que describen |a relacion entre la concentracion de selenio en leche y la

concentracion de selenio en plasma

Tratamiento Modelo Valor de | R-cuadrada |
P
Selenio SelLeche = 5.27555 + 0.28823*SePlasma 0.0000 |47.4624%
Yodo Seleche = 6.72774 — 46.1568/SePlasma 0.1429 [3.12905%
Selenio + Yodo | SeLeche = exp (1.70931 + 0.00408575%SePlasma) |0.0000 |74.0875%

En el caso del tratamiento con selenio el modelo con el mejor ajuste para describir fa relacidn
entre la concentracién de selenio en leche y la concentraciéon de selenio en plasma es el
modelo tineal. Debido a que el valor de £ en el ANOVA (Anexo 13) es menor a 0.01, existe una
relacion estadisticamente significativa entre las variables con un nivel de confianza del 99%. La
R-cuadrada indica que et modelo explica el 47.46% de la variabilidad en la concentracion de
selenio en leche. El coeficiente de correlacion (0.688929). indica una relacion moderada entre

las vanables.

Para el tratamiento con Yodo, se muestra un modelo reciproco para descnbir la relacion entre
las variable. Sin embargo, el valor de P en el ANOVA (Anexo 14) es mayor a 0.10, por lo que se
considera que no hay una relacién significativa entre Ia concentracion de selenio en leche y la
concentracion de selenio en el plasma con un nivel de confianza del 90% o mayor. La R-
cuadrada indica que el modelo solo explica el 3.12% de la variabilidad en la concentracién de
selenio en leche. El coeficiente de correlacién (-0.176891), indica una relacién débil entre las

variables.
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Un modelo exponencial es el que mejor s e ajusta a los datos del tratamiento 3 para explicar la

relacion entre la concentracion de selenio en leche y la concentracion de selenio en plasma. Ya

que el valor de P en el ANOVA (Anexo 15) es menor al 0.01, existe una relacion

estadisticamente significativa entre las variables con un nivel de confianza del 99%. La R-

cuadrada indica que el modelo explica el 74.0875% de la variabilidad en (a concentracién de

selenio en leche después de transformarla a una escala logaritmica para linealizar el modelo. El

coeficiente de correlacion (0.860741), indica una relacion moderadamente fuerte entre las

variables.
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Figura 22. Gréficos de ajuste del modelo para la concentracion de selenio en leche en funcién de

la concentracion plasmatica de selenio.
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8. DISCUSION

Hacer una anélisis comparativo de valores absolutos de concentracion de selenio en plasma es
dificil, debido a que datos reportados en literatura provienen de estudios realizados bajo muy
diversas condiciones (localizaciéon geografica, tipo de animales, dietas, suplementacion), el tipo
de muestra (sangre total, suero, plasma), y también a la forma en que son reportados los datos
(masa/masa, masa/volumen, nmol/masa, nmoles/volumen). No obstante, en el Anexo 16 se

presenta una recapitulacion de algunos de estos datos.

Al inicio del experimento en la etapa 1 en el mes de julio, la concentracion de Se en el plasma
de los animales se encontraba alrededor de los 70 ng/g, comparable a los datos en sangre total
reportados por Pavlata et al., para la Republica Checa en el 2001, o para los valores
plasmaticos de Ohio en los estados Unidos de América también en el 2001 (lvancic y Weiss). El
valor mas bajo se encontraba cercano a los 40 ng/g, comparable a los datos de Ohio de 1990
(Weiss et al.)y a los de Washington de 1995 (Abdelrahaman y Kincaid). También en etapa 1, los
valores mas altos alcanzados el dia 15 posterior a la administracion de los bolos con selenio y
selenio + yodo lograron 122-150 ng/g en promedio, mayores a los considerados por Awadeh et
al., 1996, como adecuados (115.3 ng/ml) en su estudio en Washington. El valor mas alto

encontrado en el estudio fue de aproximadamente 188 ng/g en la primera etapa.

En etapa 2 los animales comenzaron con niveles plasmaticos de selenio cercanos a 50 ng/g en
promedio. Nuevamente comparables a los datos de Ohio (1990) o Washington (1995). El valor
mas bajo fue de aproximadamente 20 ng/g. Los valores mas altos se lograron en el dia 45
posterior a la administracion de los bolos con selenio y selenio + yodo y fueron de 134-140 ng/g,
también mayores a los considerados adecuados por Awadeh et al., 1996, como adecuados y
lejos de los considerados excesivos por los mismos autores (287 ng/g). El valor mas alto

observado en esta etapa fue de aproximadamente 174 ng/g.

Utilizando el esquema de Puls (1988), para la clasificacion del estado de los animales en
funcion de la concentracion plasmatica de selenio (ver Cuadro 9), los animales en el estudio
comenzaron con niveles marginales de 20-60 ng/g y con la administracion de los bolos con
selenio y selenio + yodo alcanzaron niveles adecuados de hasta150 ng/g, e incluso en algunos
casos mas alla de este valor llegando hasta 170 ng/g. No obstante, la duracion del efecto
positivo en la etapa 1 es de poco mas de 30 dias, tiempo después del cual hay una marcada

tendencia a la disminucion de selenio en plasma y un regreso a los niveles marginales.
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Cuadro 9. Condicion del animal en funcion de la concentracion de selenio

en plasma y sangre total de acuerdo con Puls (1988).

Condicion Suero o Plasma Sangre Total
(Natural) (Selenito) (Natural) (Selenito)

Deficiente 0.002-0.025 0.004-0.080

Marginal 0.030-0.060 0.020-0.060 0.060-0.160 0.040-0.150
Adecuado 0.080-0.300 0.025-0.150 0.200-1.200 0.160-1.200
Atto (Elevado) 2.500-3.500 0.800-3.500 10.00-14.00 0.800-2.290
Toxico 3.500-4.100 14.00-16.40 1.900-3.400

ppm en base humeda.

El inicio de la etapa 2 en el mes de octubre, las concentraciones iniciales son relativamente mas
bajas que las del mes de julio, la concentracion plasmatica de selenio siguié disminuyendo con
el tiempo. Los resultados indican niveles marginales y en algunos casos de deficiencia del

mineral pues se observan concentraciones plasmaticas menores a 20 ng/g.

Con la administracion de los bolos con selenio y selenio + yodo comienza una recuperacion de
las concentraciones del mineral en plasma, sin embargo, a los 15 dias todavia no es
significativa. A partir de los 15 y hasta los 75 dias los tratamientos 1 y 3 generan un estado
adecuado de selenio en los animales. En el dia 45, hay animales suplementados con selenio o

selenio + yodo que alcanzan concentraciones plasmaticas que rondan los 170 ng/g.

Respecto del grado o proporcion de aumento en la concentracién plasmatica de selenio por
efecto de la suplementacion con los bolos de selenio o selenio + yodo, en la etapa 1 los
animales suplementados con selenio pasaron de 72 ng/g al inicio a 152 ng/g en el dia 15 esto
significa un incremento de 2.1 veces la concentracion, lo cual en términos practicos significa
que la concentracion se duplico en solo 15 dias. Los animales suplementados con la
combinacion de selenio + yodo pasaron de 68 ng/g en un inicio a 122 ng/g en el dia 15, lo que
representa un incremento de 1.79 veces la concentracion inicial o en otros términos un aumento
del 79.41% en 15 dias.

En etapa 2, los animales suplementados con selenio pasaron de una concentracion plasmatica
de selenio de 49.58 ng/g en el inicio (dia cero) a 134.83 ng/g en el dia 45, lo cual representa un
incremento de 2.7194 veces la concentracion inicial, o visto de otra manera un aumento del
171.94% en la concentracion. Por su parte, los animales tratados con selenio + yodo en el dia
cero mostraron una concentracion plasmatica de selenio de 44.419 ng/g y alcanzaron 144.85
ng/g en el dia 45, lo que representa un incremento de 3.2609 veces la concentracion inicial, o

en otras palabras un aumento del 226.09% en 45 dias.
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Aparentemente, los animales en este estudio con una condicion marginal respondieron
positivamente a la suplementacion con selenio o selenio + yodo, observandose un aumento en

los niveles plasmaticos de selenio hasta niveles considerados adecuados y un poco mas alla.

El contenido mineral de la leche varia ampliamente debido a numerosos factores, como el
periodo de lactacion, la raza, el clima, la estacion o temporada, la composiciéon de la dieta y
contaminantes en el suelo. Por lo tanto, una comparaciéon en numeros absolutos es complicada.
El Anexo 17 muestra las concentraciones de selenio en leche de vaca en diversos paises, e
indican que las concentraciones de selenio encontradas en la leche de los animales son
relativamente bajas. Al inicio de la etapa 1, la concentracion de selenio en leche se encontraba
alrededor de los 7.5 ng Se/g leche, mas baja que la reportada en la mayoria de los paises que

aparecen en el Anexo 17, excepto Espafna y Nueva Zelanda _(6.1 y 7.2 ng/L respectivamente).

Con la administracion de los bolos conteniendo selenio o selenio + yodo, la concentracion
alcanzé los 8.6 ng Se/g leche, un aumento modesto en la concentracion. Los animales tratados
con selenio pasaron de una concentracion inicial de 7.6 ng Se/g leche a 8.5 ng Se/g leche en el
dia 30 posterior a la administracion del bolo, lo que representa un incremento de 1.1184 veces

la concentracion inicial, es decir, un aumento de solamente el 11.84%.

En etapa 2, las concentraciones de selenio en leche en el dia cero se encontraban alrededor
de 6.5 ng Se/g leche, con la administracion del bolo con selenio o selenio + yodo se alcanzé en
promedio 10 ng Se/g leche. Este aumento representé un incremento de 1.53 veces la
concentracion inicial, es decir, un aumento del 53.84% en la concentracion de selenio en leche
para el dia 45 posterior a la administracion de los tratamientos. El valor mas alto fue observado
en el grupo tratado con la combinacién de elementos, en el dia 45 fue de 11.76 ng Se/g leche.
Valores comparables a los reportados para Bélgica 10 ug/L, y mayores a los reportados por

Debski para Estados Unidos 9.6 ug/L.

Aspila (1991) ha propuesto que una concentracion deseable estaria alrededor de los 20 pg/L.
Este mismo autor concluyé que, usando selenito de sodio como fuente de selenio, las vacas

necesttarian ser alimentadas con dietas conteniendo al menos 0.7 mg/kg DM.
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En cuanto a la concentracién de hormonas tiroideas en el plasma de los animales hay vanos
factores a considerar. Primeramente no se encontré informacion del valor de la vida media de
estas hormonas en ganado bovino, la informacion de Fischer y colaboradores data de 1972 y
fue obtenida en ovinos (1-1.7 dias para T4 y 5-6 horas para T3). Por lo que los principales
cambios se pudieron dar en las primeras horas o dias posteriores a la administracion de los

bolos. En este estudio se realizaron muestreos cada 15 dias.

En cuanto a los valores, las concentraciones sanguineas de T3 y T4 en bovinos se encuentran
en el rango de 0.8-1.9 nmollL y de 57-119 nmol/L, respectivamente (Burton, 1992), los
resuttados en este trabajo demostraron concentraciones de T3 en el rango de 0.8-1.4 nmol/L, y
de T4 en el rango de 55-75 nmol/L, concordante con lo reportado y sugerentes de que 10s bajos

niveles de selenio no estaban afectando la actividad tiroidea.

Se observé en los primeros 15-30 dias de tratamiento con los bolos de selenio o selenio + yodo
un aumento en la concentracién de T3. Este efecto puede ser explicado por la accion de la
deyodinasa tipo 1 (ID 1), la principal enzima que interviene en la conversiéon de T4 a T3, la cual
es una selenoproteina con un residuo de selenocisteina en su sitio activo, el aporte de selenio
pudo mejorar la actividad enzimatica y determinar variacién en la concentracion de las
hormonas tiroideas, con aumento de T3. La disminucion de T4 es notoria solamente en los

primeros 15 dias de tratamiento y después se observa una recuperacion de su concentracion.

Las hormonas tiroideas tienen un ritmo circadiano en el plasma de las vacas lecheras (Bitman
et al, 1994), y la concentracion de T4 y T3 en el ganado esta influida por una vanedad de
factores ambientales, como la temperatura ambiente (Pratt y Wettemann, 1986) y los
componentes de la ingesta (Awadeh et al., 1998; Richards et al., 1995; Tirats, 1997). La
correlacion positiva entre las concentraciones circulantes de hormonas tiroideas y el balance de
energia es bien conocido en varias especies incluido el ganado (Janan et al, 1995; Leyva-
Ocariz et al., 1997; Nikolic et al., 1997; Capuco et al., 2001; Cassar-Malek et al., 2001). Las
vacas con balance de energia negativo (NEB) posparto responden con una disminucion en la
concentracion de T3 y T4 y un incremento de rT3 (Petches et al., 1985; McGuire et al., 1991;
Yambayamba et al., 1996). En vacas lecheras se ha observado baja de T3 y T4 en el primer
trimestre de lactacion (Petches et al., 1985). En vacas lecheras lactantes las concentraciones
plasméticas de T3 y T4 estan correlacionadas negativamente con la produccion de leche
(Tiirats, 1997).
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Alteraciones en los niveles plasmaticos de T4 asociados con el balance de energia y el
metabolismo reflejan los cambios en la tasa de secrecion de TSH (regulacion central, Riis y
Madsen, 1985) y el balance de la activacién e inactivacion extratiroideo de T4 (autorregulacion
periférica; Petches et al., 1985; Capuco et al., 2001; Cassar-Malek et al., 2001)
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9. CONCLUSIONES

* Los bolos fabricados mostraron caracteristicas geométricas y fisicas (masa de 13
gramos y densidad de 2.3 glcm®), que los hacen adecuados para su manejo,

administracion y retencién ruminal.

* Las concentraciones plasmaticas de selenio en los animales que recibieron el bolo con
selenio o selenio + yodo resultaron mayores y significativamente diferentes de las

encontradas en los animales que recibieron el bolo con yodo.

* No existio interaccién entre selenio y yodo en términos de la concentracion plasmatica
de selenio, pues no existio diferencia entre las concentraciones plasmaticas de animales

tratados con selenio y aquellos tratados con selenio + yodo.

* La concentracion maxima de selenio en plasma se observé en el dia 15 y la duracion del

efecto positivo tuvo una duracién mayor a 30 dias y menor a los 45.

* Los animales inicialmente con concentraciones marginales de selenio, alcanzaron
niveles plasmaticos de selenio considerados como adecuados con la administracion de

los bolos con selenio o selenio + yodo.

* Los incrementos en la concentracion plasmatica de selenio fueron del 111% vy del
79.41% para el tratamiento 1 (selenio) y el tratamiento 3 (selenio + yodo),

respectivamente.

= La administracion de bolos con selenio o bolos con selenio + yodo produjo mayores

concentraciones de selenio en leche a los 30 dias de la administracion.

* El incremento en la concentracion de selenio en leche representé un aumento del
11.84%.

* La administraciéon de bolos con selenio o selenio + yodo produjo un incremento de las
concentraciones plasmaticas de Triyodotironina durante 30 dias, y una disminucion en ia
de T4 por 15 dias.
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= En el dia 45 las concentraciones plasmaticas de T3 fueron mayores en animales que
recibieron el bolo con selenio + yodo. Este es un efecto positivo de la combinacion de

los elementos.

= En segunda etapa se fabricaron bolos con masa de 31 gramos y densidad de 2 g/cm?,

* Las concentraciones plasmaticas de selenio en los animales que recibieron el bolo con
selenio o selenio + yodo resultaron mayores y significativamente diferentes de las

encontradas en los animales que recibieron ef bolo con yodo.

» Las concentraciones plasmaticas de selenio maximas se observaron a los 45 dias de la

administracion y el efecto positivo de la administracion de selenio durd hasta el dia 75.

*= Al inicio de la etapa 2 los animales mostraban niveles plasmaticos de selenio
considerados como marginales y en algunos casos como deficientes, la administracion
de los bolos con selenio o selenio + yodo produjo un estado adecuado de selenio en los

animales.

*= Los incrementos en la concentracién plasmatica de selenio correspondieron a un
aumento del 171% y del 226% para los tratamientos 1 (selenio) y 3(selenio + yodo),

respectivamente.

* Los animales suplementados con el bolo con selenio o selenio + yodo mostraron
mayores concentraciones de selenio en leche durante 75 dias que aquellos que

solamente recibieron yodo.

* El aumento en la concentracion de selenio en leche representé un incremento del
53.84%.

Propuestas:

* Realizar estudios de biodisponibilidad de selenio a partir de los bolos desarrollados en
etapa 1 y 2 de este trabajo, poniendo especial atencién a la frecuencia en el muestreo;
este debera ser de al menos 3 veces por semana al menos durante las tres primeras

semanas.
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En caso de realizar el analisis de los perfiles de hormonas tiroideas, seria apropiado
realizar un seguimiento que incluyera las primeras 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas posteriores

a la administracion y después 2-3 veces por semana.

Desarrollar un dispositivo intra-ruminal con base en matrices lipidicas que incluya un
sistema de aislamiento y/o retencibn que permita en primera instancia una
encapsulacion de la formulacién, su proteccion de la erosién en rumen, y un mejor y
mayor control de la liberacién basado en la reduccion del area superficial expuesta a los

fluidos ruminales.

Desarrollar dispositivos intra-ruminales basados en otro tipo de tecnologia, por ejemplo,
sistemas ceramicos o vitreos, o aun el desarrollo de sistemas con liberacion osmaética o
electrénica que puedan prolongar el tiempo de liberacion y que controlen de manera
efectiva la velocidad de liberacion, mejorando de esta manera la dosificacion y seguridad

total.
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Anexo 1. Resultados del Analisis Estadistico para los Perfiles Plasmaticos
de Selenio en Etapa 1.

The Mixed Procedure

Model Information

Data Set WORK.EAG_01
Dependent Variable Se

Covariance Structure Unstructured
Subject Effect vaca(trat)
Estimation Method REML

Residual Variance Method None

Fixed Effects SE Method Model-Based
' Degrees of Freedom Method Between-Within

Class Level Information

Class Levels [Values -
vaca 30 103HO 112HO 121HO 122HO 128HO 136HO 140HO 141HO 143HO
144HO 145HO 146HO 148HO 150HO 155HO 156HO 5HO 8HO J2421
L J2832 J2845 J2868 J2869 J2878 J2887 J2890 J2935 J2938 J2939 J2940.
'raza 2 [HOLSTEIN JERSEY ]
trat 3 123 |
time 4 0153045 o
Dimensions
' Covariance Parameters 10
Columns in X 60
Columns inZ 0
Subjects ] 30
"Max Obs Per Subject 4
' Observations Used 120
| Observations Not Used 0 |
| Total Observations 120 |
lteration History o
| Iteration Evaluations | -2 Res Log Like Criterion
0 1 909.79449565 -
1 1 1893.92741869 | 0.00000000 |
Convergence criteria met.
Estimated R Matrix for vaca(trat) 103HO 1
| Row Col1 Col2 Col3 Col4
1 343.89 103.78 30.8576 2.2222
E 103.78 561.62 243.57 170.17
13 30.8576 24357 435.53 216.56
4 2.2222 170.17 216.56 714.28
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Estimated R Correlation Matrix for vaca(trat) 103HO 1

| Row Col Col2 Col3 Col4
1 1.0000 0.2361 0.07973 0.004484
2 0.2361 1.0000 0.4925 0.2687
3 0.07973 0.4925 1.0000 0.3883
4 0.004484 0.2687 0.3883 1.0000
Covariance Parameter Estimates
CovParm |  Subject Estimate |
UN(1,1) | vaca(trat) 34389 |
_ UNE2,1) vacalfrat 103.78
UN(2,2) vaca(trat) 561.62
UN(@3,1) vaca(trat) 30.8576
UN(3,2) vaca(trat) 243.57
UN(3 3) vaca(trat) 435.53
UN4, 1) vaca(trat) 2.2222
LIN(4,2) vaca(trat) 17017 |
~_UN4,3) | vaca(trat) 216.56
| UN(4,4) vaca(trat) | 714.28
B Fit Statistics B
'Res Log Likelihood 4470 4
Akaike's Information Criterion _ 457.0
‘Schwarz's Bayesian Criterion 4640 |
-2 Res Log Likelihood | 8939 |
Null Model Likelihood Ratio Test
DF | Chi-Square Pr>ChiSq |
9 | 15.87 00697 |
Type 3 Tests of Fixed Effects _ o
| Effect | Num DF Den DF FValue | Pr>F
raza I 24 105 | 03155 |
‘trat 2 | 24 465 | 00197%
raza*trat [ 2 [ 24 | 097 | 03945 |
time T 3 24 52.19 <.0001%
| raza'time L 3 24 180 0.1744
trat*time | 6 24 13.06 | <.0001%
‘raza'trat'time | 6 T 24 T o094 | 04878 |
Contrasts L -
'Label Num DF | Den DF F Value Pr>F
'Sey lvs Se+l 1 24 0.16 0.6912
| vs Se+l 1 24 | 346 0.0754
Lineal 1 24 1.35 0.2564
| Cubico I | 24 | 794 0.0095%
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Least Squares Means

| Effect trat time Estimate | Standard DF t Value Pr> |t
o Error -
trat 1 93.5208 4.8342 24 19.35 <.0001
trat 2 72 8646 4.8342 24 15.07 <.0001
trat 3 85.5729 4.8342 24 17.70 <.0001
time 0 75.9583 3.4555 24 21.98 <.0001
time 15 118.26 4.4160 24 26.78 <.0001
time 30 89.3611 3.8888 24 22.98 <.0001
time 45 52.3611 4.9801 24 10.51 <.0001
trat*time 1 0 71.5417 5.9852 24 11.95 <.0001
trat*time 1 15 152.33 7.6487 24 19.92 <.0001
trattime 1 30 100.29 6.7355 24 14.89 <.0001
trattime 1 45 49 9167 8.6258 24 579 <.0001
trattime 2 0 88.5833 5.9852 24 14.80 <.0001
trat*time 2 15 78.8750 7.6487 24 10.31 <0001 |
|trat*time 2 30 66.3750 6.7355 24 9.85 <0001 |
trattime 2 45 57 6250 8.6258 24 6.68 <.0001 |
trat*time 3 0 | 67.7500 5.9852 24 11.32 <.0001
trat*time 3 15 123.58 7.6487 24 16.16 <.0001
trat*time 3 30 . 101.42 6.7355 24 15.06 <.0001
[ trat*time 3 45 | 495417 | 8.6258 24 574 <.0001
Differences of Least Squares Means
Effect trat trat "Estimate | Standard | DF Tt Value Pr>|t| |
! Error o
trat |1 2 20.6563 6.8367 24 }3.02 0.0059% \
[trat 11 3 7.9479 6.8367 24 - 1.16 102564
trat |2 3 -12.7083 |6.8367 24 [-1.86 0.0754
Effect time time Estimate | Standard |DF Ttvalue 'Pr> It]
B Error |
| time 0 15 42 3056 |4.9229 24 859  [<.0001% |
time 0 30 -13.4028 | 4.9920 |24 -2.68 0.0129% ;
 time 0 45 23.5972 6.0488 |24 3.90 10,0007* ‘
time 15 30 28.9028 4.2082 24 687 | <0001%
time 15 45 65.9028 5.6995 24 11.56 < 0001 % 1
time 30 45 37.0000 4.9885 \ 24 7.42 <.0001%
Effect trat time trat  [time |Estimate Standard | DF ‘tvalueﬁPr >t
Error | | |
trat*time 1 0 1 15 80.7917 85267 |24 [-948 [<0001%
| trat*time 1 0 1 30 28.7500 [8.6464 [24 [-3.33 0.0028% |
trat*time 1 0 1 45 21.6250 10,4768 24 | 2.06 0.0500%
trat*time |1 0 2 0 -17.0417 |8.4643 |24 [-201 ]0.0554
trat*time 1 0 3 0 3.7917 8.4643 [24 1045  0.6582
trat®time 1 15 1 30 52.0417 7.2888 24 714  <.0001%
trat*time 1 15 1 45 102.42 9.8719 |24 10.37 < 0001%
trat*time 1 15 2 15 73.4583 10.8169 |24 |6.79 <.0001%
trat*time 1 15 3 15 28.7500 108169 |24 |2.66 0.0138%
trat*time 1 30 1 45 50.3750 8.6403 |24 5.83 <.0001%
trattime | 1 30 2 30 [33.9167 195255 [24 3.56 0.0016% |
trat*time 1 30 3 30 -1.1250 9.5255 |24 [-0.12 0.9070 |
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Effect trat time |trat time |Estimate Standard |DF  |tvalue |Pr> |t
Error

trat™ime 1 45 2 45 -7.7083 12.1987 |24 -0.63 05334 |
trat*time 1 45 3 45 0.3750 12.1987 |24 0.03 0.9757
trat™ime 2 0 2 15 9.7083 8.5267 |24 1.14 0.2661

trat*time 2 0 2 30 22.2083 86464 |24 257 0.0169%
trat™ime 2 0 2 45 30.9583 10.4768 |24 2.95 0.0069%

| trat*time 2 0 3 0 20.8333 84643 |24 2.46 0.0214%

| trat™ime 2 15 2 30 12.5000 72888 |24 1.71 0.0992

| trat*ime 2 15 2 45 21.2500 9.8719 |24 215 0.0416%
trat™ime 2 15 3 15 447083 [10.8169 |24 413 0.0004 %
trat™ime 2 30 2 45 8.7500  |86403 |24 1.01 0.3213
trat*time 2 30 3 30 -35.0417 |9.5255 |24 -3.68 0.0012%
trat*time 2 45 3 45 8.0833 12.1987 |24 0.66 0.5139
trat*ime 3 0 3 15 -55.8333 85267 |24 -6.55 <.0001%
trat*time 3 0 3 30 -33.6667 |86464 |24 -3.89 0.0007 %
trat™ime 3 0 3 45 18.2083 10.4768 |24 1.74 0.0950 |
trat™ime 3 15 3 30 22.1667 7.2888 |24 3.04 0.0056% |
trat*time 3 15 3 45 74.0417  19.8719 24 |7.50 <.0001% |

trat®ime 3 30 3 45 51.8750 86403 |24 |6.00 @001 *
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Anexo 2. Resultados del Analisis Estadistico para la Concentracién de
Selenio en Leche Etapa 1.

The Mixed Procedure

Model Information

Data Set WORK LECHE1
Dependent Variable Se

Covariance Structure Unstructured
Subject Effect vaca(trat)
Estimation Method REML

Residual Variance Method None

Fixed Effects SE Method Model-Based
Degrees of Freedom Method Between-Within

Class Level Information

[ Class | Levels |Values
'vaca ’ 21 '121HO 122HO 128HO 140HO 141HO 144HO 145HO
146HO 148HO 150HO 155HO J2421 J2832 J2845
‘ J2869 J2878 J2887 J2935 J2938 J2939 J2940
‘raza 2 Holstein Jersey
| trat 3 123 o
tiempo 4 0153045 ]
Dimensions
| Covariance Parameters 10
| Columns in X 60
Columns in Z 0
Subjects 2
Max Obs Per Subject 4
Observations Used | 80
Observations Not Used 4
Total Observations 84
) Iteration History ] -
lteration Evaluations -2 Res Log Like Criterion o
0 1 - 135.04128684
1 2 129.99312287 0.00000919 J
2 1 12999299792 0.00000000
Convergence criteria met.
Estimated R Matrix for vaca(trat) 128HO 1 -
Row Col1 Col2 Col3 Col4
1 0.3816 0.05088 0.01546 0.02163
2 0.05088 0.3702 -0.05023 -0.05177
3 0.01546 -0.05023 0.2350 0.06051
\ 4 0.02163 -0.05177 0.06051 0.6879
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Estimated R Correlation Matrix for vaca(trat) 128HO 1

Row Colt Col2 Col3 Col4
1 1.0000 0.1354 0.05162 0.04221
2 0.1354 1.0000 -0.1703 -0.1026
3 0.05162 -0.1703 1.0000 0.1505
4 0.04221 -0.1026 0.1505 1.0000

Covariance Parameter Estimates
Cov Parm Subject Estimate
UN(1,1) vaca(trat) 0.3816
UN(2,1) vaca(trat) 0.05088
UN(2,2) vaca(trat) 0.3702
UN(3,1) vaca(trat) 0.01546
UN(3,2) vaca(trat) -0.05023
UN(3,3) vaca(trat) 0.2350
UN(4,1) vaca(trat) 0.02163
UN(4,2) vaca(trat) 0.05177
UN(4,3) vaca(trat) 0.06051
UN(4,4) vaca(trat) 0.6879 |
Fit Statistics
'Res Log Likelihood ] 65.0
Akaike's Information Criterion 75.0 ]

'Schwarz's Bayesian Criterion 80.2 J
-2 Res Log Likelihood 130.0
Null Model Likelihood Ratio Test
DF Chi-Square Pr > ChiSq
9 | 505 ] 0.8301
Type 3 Tests of Fixed Effects
| Effect NumDF [ DenDF | FValue | Pr>F
raza 1 | 15 | 18 | 01934
trat ~ 2 15 585 | 00133%
raza'trat 2 15 051 | 06097
tiempo 3 15 514 0.0121% _
raza‘tiempo 3 15 089 | 04667
trattiempo 6 15 379 0.0168%
| raza*tratiempo 6 15 495 0.0055%
Contrasts
Label Num DF Den DF FValue | Pr>F
Sey |vs Se+l 1 15 349 | 00815
| vs Se+l 1 15 10.13 | 0.0062%
lineal B 1 | 15 0.10 | 0.7549
cuadratico 1 | 15 10.78 | 0.0050% |
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Least Squares Means

Effect raza |trat | tiempo | Estimate | Standard Error | DF | tValue | Pr>|t| |
trat 1 7.9447 0.1731 15| 4590 | <0001 |
trat 2 7.4597 0.1153 15 | 64.69 | <.0001 |
trat 3 8.0136 0.1303 15| 61.50 | <.0001
tiempo 0 7.5156 0.1407 15 | 53.43 | <.0001 |
tiempo 15 7.6821 0.1385 15| 55.45 | <.0001 |
tiempo 30 8.1802 0.1104 15| 7410 | <.0001 |
tiempo 45 7.8461 0.2261 15| 34.71 | <.0001 |
trat*tiempo 1 0 7.4983 0.2820 15 | 26.59 | <.0001 |
trat*tiempo 1 16 7.8558 0.2777 15| 28.29 | <.0001
trat*tiempo 1 30 8.4958 0.2213 15| 38.39 | <.0001
trat*tiempo 1 45 7.9288 0.5044 15 | 15.72 | <.0001 |
“trat*tiempo 2 0 7.6203 0.2072 15| 36.78 | <.0001 |
trattiempo 2 15 7.5923 0.2041 15[ 37.20 | <.0001
_trattiempo 2 30 7.2910 0.1626 | 15 | 44.84 | <.0001
trattiempo 2 45 7.3354 0.3021 15 | 24.28 | <.0001 |
trat*tiempo 3 0 7.4283 0.2359 15 | 3149 | <0001
trattiempo 3 15 7.5983 | 0.2323 15| 32.70 | <0001 |
' trattiempo 3 30 87537 | 0.1851 15 | 4728 | <.0001
| trat*tiempo 3 45 8.2740 0.3379 15 | 2448 | <0001
raza*trat*tiempo | Holstein| 1 0 8.0067 0.3567 15 | 2245 | <0001 |
raza*trattiempo | Holstein | 1 15 7.8167 0.3513 15 | 22.25 | <.0001
raza*trattiempo | Holstein| 1 30 8.5267 0.2799 15 | 3046 | <.0001
raza*trat*tiempo | Holstein| 1 45 7.4860 0.5834 15| 12.83 | <0001 |
raza*trattiempo | Holstein| 2 0 7.7980 0.2763 15 | 28.23 | <.0001
raza*trat*tiempo | Holstein | 2 16 7.4420 0.2721 15| 27.35 | <0001
raza*trat*tiempo | Holstein 2 30 6.8220 0.2168 15| 31.47 | <0001
raza*trat*tiempo | Holstein| 2 45 7.1940 0.3709 15 | 19.39 | <0001 |
raza*trattiempo | Holstein| 3 0 6.5567 0.3567 15| 1838 | <.0001 |
raza*trat®tiempo | Holstein | 3 15 8.0667 0.3513 15 | 22,96 | <.0001
raza*trattiempo | Holstein| 3 30 8.7900 0.2799 15 | 31.40 | <.0001 |
raza*trat®tiempo | Holstein | 3 45 7.8300 0.4789 15| 16.35 | <.0001
raza*trattiempo | Jersey | 1 0 6.9900 0.4368 15 | 16.00 | <.0001
raza*trat®iempo | Jersey | 1 15 7.8950 0.4302 15| 18.35 | <0001
raza*trattiempo | Jersey | 1 30 8.4650 0.3428 15 | 2469 | <.0001
razarat*tiempo | Jersey | 1 45 8.3716 08230 [ 15 10.17 | <.0001
| raza'trat*tiempo | Jersey | 2 0 7.4425 0.3089 15 | 2410 | <0001
raza®rat*tiempo | Jersey | 2 15 7.7425 0.3042 15| 2545 | <0001
raza*trattiempo | Jersey | 2 30 7.7600 0.2424 15| 32.01 <.0001
raza*trat*tiempo | Jersey | 2 45 7.4768 0.4770 15 | 1567 | <.0001
raza*trat®iempo | Jersey | 3 0 8.3000 0.3089 15 | 26.87 | <.0001
raza*trat®iempo | Jersey | 3 15 7.1300 0.3042 15 | 2344 | <0001
| raza*trat*tiempo | Jersey | 3 30 8.7175 0.2424 15| 3596 | <0001
raza*trat*tiempo | Jersey | 3 45 8.7179 0.4770 15| 1828 | <.0001 |
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Differences of Least Squares Means

 Effect trat trat Estimate Standard DF Pr> |t
Error
trat 1 2 0.4850 0.2080 15 0.0341%
[ trat 1 3 -0.06890 0.2167 15 0.7549
[ trat 2 3 -0.5539 0.1740 15 0.0062%
" Effect tiempo tiempo Estimate Standard DF Pr>|t|
‘ Error ]
tiempo 0 15 -0.1665 0.1836 15 03788
_tiempo 0 30 -0.6646 0.1743 15 0.0017% |
tiempo 0 45 -0.3304 0.2620 15 02265 |
“tiempo 15 30 -0.4981 0.1913 15 0.0200% |
tiempo 15 45 0.1639 0.2751 15 0.5601
tiempo 30 | 45 0.3341 0.2388 15 | 01820
Effect ' Trat Tiempo | Trat Tiempo |Estimate | Standard | DF [Pr> 1t
Error
trat*tiempo | 1 0 1 15 |-0.35/5 03680 |15 03467 |
trat*tiempo | 1 0 1 30 [-09975 03493 |15 0.0120% |
trattiempo (1 10 1 45 1-0.4305 05700 15  |0.4618 |
trat*tiempo | 1 10 [2 0 0.1219 03499 |15 0.7324
trat*tiempo [ 1 0 '3 0 007000 |0.3676 |15 0.8515
trattiempo [ 1 115 1 30 |-06400 [03834 15  [0.1158
tratiempo |1 115 1 145 00730 (05942 |15  10.9039
trat*tiempo | 1 15 12 [15 02636 03446 |15  |0.4562
trattiempo (1 EERE 15 702575 103621 |15 04879 |
trat*tiempo | 1 30 1 45 05670 [0.5274 |15 0.2993 |
' trat*tiempo [ 1 130 ]2 30 1.205 0.2746 |15 ~ [0.0005% |
trattiempo | 1 fso 3 130 02579 102885 |15 0.3855
trat*tiempo | 1 145 2 45 05934 10.5880 15 10.3289
trattempo|1 |45 |3 [45 03452 06072 15 05781
trat*tiempo | 2 10 2 115 0.02800 |02704 15 09189 |
trat*tiempo | 2 0 2 30 0.3293 02567 |15 10.2191
trattiempo | 2 0 2 45 102849 ]0.3596 |15 0.4407 |
trattiempo'2 0 |3 0o 01919 103140 |15  [0.5502
trattiempo | 2 15 T2 T30 103013 [02818 |15  |0.3019 |
trattiempo | 2 l175 2 45 10.2569 | 0.3802 15 105096 |
trat*tiempo | 2 15 3 15 [-00061 [03092 |15  ]09846
trat*tiempo | 2 30 2 45 1-0.0444 [03227 |15 08924
trattiempo | 2 30 3 30 -1463 02464 |15 <.0001%
trat™iempo | 2 45 3 45 1-0.9386 04533 |15 0.0561
trattiempo | 3 0 3 15 -0.1700 | 0.3079 |15 0.5890
trat*tiempo | 3 0 3 30 -1.325 102923 |15 0.0004%
trat*tiempo | 3 0 3 45 0.8456_[0.4044 [15 0.0540
| trat*tiempo | 3 15 3 30 -1.155 0.3208 15 0.0026%
trat*tiempo | 3 15 3 45 06756 [04281 |15 0.1354
trat"tiempo | 3 30 3 45 0.4798  |03617 [15  10.2045
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Anexo 3. Resultados del Analisis Estadistico para los Perfiles Plasmaticos

de Triyodotironina (T3).

The Mixed Procedure

Model Iinformation

| Data Set WORK.T3
' Dependent Variable T3
| Covariance Structure Unstructured
| Subject Effect vaca(lrat)
| Estimation Method REML
Residual Variance Method None
 Fixed Effects SE Method Model-Based
| Degrees of Freedom Method | Between-Within

Class Level Information

'Class Levels |Values
vaca 30 103HO 112HO 121HO 122H0O 128H0O 136HO 140HO 141HO 143HO
144H0O 145HO 146HO 148HO 150HO 155H0O 156HO SHO 8HO J2421
| J2832 J2845 J2868 J2869 J2878 J2887 J2890 J2935 J2938 J2939 J29401
raza 2 HOLSTEIN JERSEY i
Ttrat 3 123 i . ~ '
tiempo 4 0153045 B i
Dimensions
| Covariance Parameters 10 |
' Columns in X 60 |
Columns in Z 0 ]
_Subjects 30 |
' Max Obs Per Subject 4
Observations Used o 120 |
Observations Not Used 0 |
| Total Observations ~ 120
teration History -
lteration Evaluations [-2Res Log Like Criterion . !
0 K ] -121.34665419 - |
1 1 -128.41418503 1000000000 ]
Convergence criteria met.
Estimated R Matrix for vaca(trat) 103HO 1
Row Col1 i Col2 Col3 Col4
1 0.01337 0.001351 0.000740 -0.00011
2 0.001351 0.01229 -0.00348 -0.00158
3 0.000740 -0.00348 0.01212 -0.00081
4 -0.00011 -0.00158 -0.00081 0.006693
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Estimated R Correlation Matrix for vaca(trat) 103HO 1

Row Col1 Col2 Col3 Col4
1 1.0000 0.1054 0.05810 -0.01160
2 0.1054 1.0000 -0.2855 -0.1738
3 0.05810 -0.2855 1.0000 -0.08962
4 -0.01160 -0.1738 -0.08962 1.0000
Covariance Parameter Estimates
CovParm |  Subject Estimate
UN(1,1) | vaca(trat) 0.01337
UN(2,1) vaca(trat) 0.001351
__ UN@2) vaca(trat) 0.01229
~__UN@B.1) vaca(trat) 0.000740
UN(3,2) vaca(trat) -0.00348
UN(3,3) vaca(trat) 0.01212
UN(4,1) vaca(trat) -0.00011 |
UN(4,2) ~ vaca(trat) -0.00158
| UN(4,3) vaca(trat) -0.00081
| UN(4,4) vaca(trat) 0.006693
Fit Statistics
Res Log Likelihood | 642
Akaike's Information Criterion 54.2 ‘
Schwarz's Bayesian Criterion 472 |
-2 Res Log Likelihood i -1284 |
Null Model Likelihood Ratio Test
~_ DF Chi-Square | Pr>ChiSq
‘ 9 7.07 0.6301
Type 3 Tests of Fixed Effects -
Effect Num DF l DenDF | FVvalue | Pr>F
raza il 24 | 374 | 0.0650 |
trat 2 j 24 | 1225 | 0.0002% |
| raza*trat 2 ‘ 24 0.42 0.6621
tiempo 3 [ 24 50.24 <.0001 %
razaiempo 3 24 0.34 0.7977
trat*tiempo 6 | 24 451 | 00034%
raza*trat*tiempo 6 | 24 065 | 06862
Contrasts
Label Num DF | DenDF F Value Pr>F |
Sey |l vs Se+i 1 24 9.85 0.0044 %
| vs Se+l 1 24 21.45 0.0001 %
lineal 1 24 0.65 0.4285
| cuadratico 1 24 | 23.85 <.0001 %
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Least Squares Means

Effect trat tiempo Estimate | Standard DF t Value Pr> |t
Error
trat 1 1.0420 | 0.01546 24 67.41 <.0001
trat 2 0.9583 | 0.01546 24 62.00 <.0001
trat 3 1.0596 | 0.01546 24 68.55 <.0001 |
tiempo 0 0.9703 | 0.02154 24 45.04 <.0001
tiempo 15 1.0765 | 0.02066 24 52.12 <.0001
"tiempo 30 1.1624 | 0.02052 24 56.65 <.0001
“tiempo 45 0.8707 0.01524 24 57.11 <.0001
[ trat“tiempo 1 0 0.9913 | 0.03732 24 26.56 <.0001
[ trat*tiempo 1 15 1.1296 | 0.03578 24 31.57 <.0001
trat*tiempo 1 30 1.2233 | 0.03554 24 34.42 <.0001
trat“tiempo 1 45 0.8238 0.02641 24 31.20 <.0001
trat*tiempo 2 0 0.9667 0.03732 24 25.91 <.0001
' trat*tiempo 2 15 0.9717 0.03578 24 27.16 <0001 |
trat*tiempo 2 30 1.0246 | 0.03554 24 28.83 <0001 |
trat*tiempo 2 45 0.8704 | 0.02641 24 32.96 <0001
trat*tiempo 3 0 0.9529 0.03732 24 25.54 <.0001
trat*tiempo | 3 15 1.1283 0.03578 24 31.54 <.0001
|trattiempo | 3 30 1.2392 0.03554 24 34.87 <.0001
_trat*tiempo | 3 45 09179 | 0.02641 24 34.76 <.0001
Differences of Least Squares Means -
Effect Trat Trat Estimate Standard DF Pr> |t
Error
trat 1 2 | 0.08365 0.02186 24 _T 0.0008%
trat 1 3 | 001760 | 0.02186 24 | 04285 |
trat 2 ~ 3 | 01012 | 002186 24 | 0.0001%
Effect Tiempo tiempo Estimate Standard DF T Pr> It]
| 3 | B Error -
| tiempo 0 15 -0.1063 0.02823 24 | 0.0010%
[ tiempo 0 30 -0.1921 0.02887 24 <.0001%
tiempo 0 45 0.09958 0.02654 24 0.0010% |
_tiempo 15 30 -0.08583 0.03301 24 | 00157% |
tiempo 15 45 0.2058 | 0.02772 | 24 <.0001%
tiempo 30 45 0.2917 0.02664 24 [ <0001% |
" Effect Trat Tiempo | Trat | Tiempo | Estimate | Standard DF Pr> |t
Error
trat*tiempo | 1 0 1 15 -0.1383 | 0.04890 24 | 0.0093%
trat*tiempo 1 0 1] 30 -0.2321 | 0.05001 24 [ 0.0001%
trattiempo 1 0 1 45 0.1675 | 0.04596 24 | 0.0013%
trat*iempo 1 0 2 0 0.02458 | 0.05277 24 06455 |
trattiempo 1 0 3 0 0.03833 | 0.05277 24 0.4746
trattiempo 1 15 1 30 -0.09375 | 0.05717 24 | 01141
trat*tiempo 1 15 1 45 0.3058 | 0.04802 24 | <0001%
trat*tiempo 1 15 2 15 0.1579 | 0.05060 24 0.0046 %
trattiempo 1 15 3 15 0.001250 | 0.05060 24 0.9805
trat®tiempo 1 30 1 45 0.3996 | 0.04613 24 <.0001%
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Effect Trat Tiempo Trat Tiempo | Estimate | Standard DF Pr>|t|
Error

trat*iempo 1 30 2 30 0.1988 | 0.05026 24 0.0006%
trat*iempo 1 30 3 30 -0.01583 | 0.05026 24 0.7555
trat*tiempo 1 45 2 45 -0.04667 | 0.03734 24 0.2235
trat*tiempo 1 45 3 45 -0.09417 | 0.03734 24 0.0187%
trat*tiempo 2 0 2 15 -0.00500 | 0.04890 24 0.9194
trat*tiempo 2 0 2 30 -0.05792 | 0.05001 24 0.2582
trat*tiempo 2 0 2 45 0.09625 | 0.04596 24 0.0470%
trat*tiempo 2 0 3 0 0.01375 | 0.05277 24 0.7967
trat*tiempo 2 15 2 30 -0.05292 | 0.05717 24 0.3639
trat*tiempo 2 15 2 45 0.1012 | 0.04802 24 0.0456%
tratiempo 2 15 3 15 -0.1567 | 0.05060 24 0.0049%
trattiempo 2 30 2 45 0.1542 | 0.04613 24 0.0027 *
trat™iempo 2 30 3 30 -0.2146 | 0.05026 24 0.0003% |
trat®iempo 2 45 3 45 -0.04750 | 0.03734 24 0.2156 |
trat®tiempo 3 0 3 15 -0.1754 | 0.04890 24 0.0015% |
trat*tiempo 3 0 3 30 | -0.2862 | 0.05001 24 | <.0001%
trat*tiempo 3 0 3 45 0.03500 | 0.04596 24 | 0.4538
trat*iempo 3 15 3 30 -0.1108 | 0.05717 24 | 0.0644
trat*iempo | 3 15 3 45 0.2104 | 0.04802 24 | 0.0002%
trat™iempo | 3 30 3 45 03213 | 0.04613 24 | <.0001%
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Anexo 4. Resultados del Analisis Estadistico para los Perfiles Plasmaticos

de Tiroxina (T4).

The Mixed Procedure

Model Information

'Data Set WORK.T4

| Dependent Variable T4
Covariance Structure Unstructured

' Subject Effect vaca(trat)
Estimation Method REML

' Residual Varjance Method None
Fixed Effects SE Method Model-Based

Degrees of Freedom Method

Between-Within

Class Level Information

LCIass Levels  [Values
vaca 30 ' 103HO 112HO 121HO 122HO 128HO 136HO 140HO 141HO 143HO
144HO 145H0 146HO 148HO 150HO 155HO 156HO 5HO 8HO J2421
. J2832 J2845 J2868 J2869 J2878 42887 J2890 J2935 J2938 J2939 J2940 |
raza 2 HOLSTEIN JERSEY _ _
trat 3 123 .
tiempo |4 0153045 ] e |
- Dimensions
Covariance Parameters 10
Columns in X 60
| Columns in Z | o |
Subjects ' 30
' Max Obs Per Subject 4
| Observations Used 120
Observations Not Used 0
| Total Observations 120
lteration History -
Iteration Evaluations -2 Res Log Like Criterion
0 1 552.63265332 |
1 ' 1 ~ 540.41119913 | 0.00000000 |
Convergence criteria met.
Estimated R Matrix for vaca(trat) 103HO 1
. Row Col1 Col2 Col3 Col4
1 11.8812 -4.4538 -4.4746 0.8715
2 -4.4538 9.6478 -1.2268 0.3894 |
3 -4.4746 -1.2268 13.6190 1.7919
4 0.8715 0.3894 1.7919 14.6388
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Estimated R Correlation Matrix for vaca(trat) 103HO 1

Row Col1 Col2 Col3 Col4
1 1.0000 -0.4160 -0.3518 0.06608
2 -0.4160 1.0000 -0.1070 0.03277
3 ~-0.3518 -0.1070 1.0000 0.1269
4 | 0.06608 0.03277 0.1269 1.0000 |
Covariance Parameter Estimates
| CovParm Subject Estimate
[ UN(1,1) vaca(trat) 11.8812
| UN(2,1) vaca(trat) -4.4538
UN(2,2) vaca(trat) 96478
UN@3,1) vaca(trat) -4.4746
| UN{3,2) vaca(trat) -1.2268
~UN(,3) vaca(irat) 13.6190
UN(4,1) vaca(trat) 0.8715
UN(4,2) vaca(trat) | 03894
| UN(4,3) vaca(trat) 1.7919
UN(4_1¢_1_) vaca(trat) 14.6388
» N Fit Statistics
Res Log Likelihood 2702 |
Akaike's Information Criterion -280.2 |
Schwarz's Bayesian Criterion | 2872 |
-2 Res Log Likelhood | 540.4
Null Model Likelihood Ratio Test N
DF Chi-Square Pr > ChiSq |
9 1 1222 02011
Type 3 Tests of Fixed Effects
] Effect ~ | NumDF [ DenDF | Fvalue [ Pr>F
'raza 1 | 24 001 | 09213
trat 2 24 665 0.0050% |
raza"trat 2 | 24 | 205 0.1511
tlempo 3 24 | 1337 <.0001% |
' raza*tiempo 3 24 | 042 | 07375
trat*tiempo , 6 24 241 0.0576% |
raza*trat‘tiempo | 6 | 24 124 | 0.3232
Contrasts
Label Num DF Den DF _F Value Pr>F |
Sey | vs Se+i 1 24 1.68 0.2075
|1 vs Se+l 1 24 7.99 0.0093%
lineal 1 24 0.34 0.5654
 cuadratico 1 24 | 1297 0.0014%
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Least Squares Means

Effect trat tiempo Estimate |Standard |DF 't Value Pr>|t|
Error
trat 1 63.2966 |0.4813 24 131.51 <.0001
trat 2 656175 |0.4813 24 136.33 <.0001
trat 3 63.6933 |0.4813 24 132.34 <.0001
tiempo 0 67.5057 |0.6423 24 105.10 <.0001
tiempo 15 61.0813 [0.5788 24 105.53 <.0001
tiempo 30 63.3506 | 0.6877 24 92.12 <.0001
tiempo 45 64.8724 |0.7129 24 90.99 <.0001
trat*tiempo | 1 0 66.8721 |1.1125 24 60.11 <.0001
trat*tiempo | 1 15 59.5192 |1.0025 24 59.37 <.0001
trat*tiempo | 1 30 61.7704 [1.1911 24 51.86 <.0001
trat*tiempo | 1 45 65.0246 | 1.2349 24 52.66 <0001 |
trat*tiempo | 2 0 67.9871  [1.1125 24 61.11 | <.0001
| trat*tiempo | 2 15 64.5083 |1.0025 24 64.35 [ <.0001
trat*tiempo [ 2 30 66.1075 | 1.1911 24 55.50 <.0001
trat*tiempo | 2 45 63.8671 | 1.2349 24 51.72 <.0001
trat*tiempo | 3 0 67.6579 |1.1125 24 60.82 | <.0001
trat*tiempo |3 15 59.2163 [1.0025 24 59.07 | <.0001
trattiempo | 3 30 62.1737 [ 1.1911 24 5220 <0001 |
trat*tiempo | 3 45 657254 [1.2349 24 153.23 <0001 |
Differences of Least Squares Means
Effect Trat Trat | Estimate | Standard DF | Pr>pt| |
3 , B . Error ]
‘r trat 1 | 2 | -23209 | 0.6807 24 0.0023%
trat 1 . 3 | -03%8 | 06807 | 24 | 05654 |
rat | 2 | 3 | 19242 | 06807 24 | 00093%
Effect Tiempo Tiempo Estimate Standard DF Pr>it |
r . - Eror | __j |
tiempo |0 15 6.4244 1.0280 24 | <0001% |
tiempo 0 30 4.1551 1.0937 24 | 0.0009%
tiempo 0 45 | 26333 0.9275 24 0.0091% |
tiempo i 15 30  -2.2693 0.9450 24 | 00244% |
tiempo 15 45 -3.7911 0.9035 _ 24 | 00003* |
 tiempo 30 45 -15218 |  0.9256 24 01132 |
| Effect Trat Tiempo | Trat | Tiempo | Estimate | Stanadrd DF Pr>t |
Error
trattiempo 1 0 1 15 73529 | 1.7806 24 | 0.0004%
trat*tiempo 1 0 1 30 51017 | 1.8943 24 | 00127% |
trat*tiempo 1 0 1 45 1.8475 | 1.6065 24 0.2615 |
trat*tiempo 1 0 2 0 -1.1150 | 1.5733 24 0.4853 |
trattiempo| 1 0 3 0 | -07858 | 1.5733 24 0.6220
trattiempo| 1 15 1 30 -2.2513 | 16368 24 0.1817
trat*tiempo 1 15 1 45 -5.5054 | 1.5648 24 0.0018%
trat*tiempo 1 15 2 15 49892 | 1.4177 24 0.0018%
trat*tiempo 1 15 3 15 0.3029 | 1.4177 24 0.8326
trat*tiempo 1 30 1 45 | 32542 | 16032 | 24 | 00536
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Effect Trat Tiempo Trat Tiempo | Estimate = Standard DF Pr> |t
Error

trat*tiempo 1 30 2 30 4.3371 | 1.6844 24 0.0166%
trat*tiempo 1 30 3 30 -0.4033 | 1.6844 24 0.8128
trat*tiempo 1 45 2 45 11575 | 1.7464 24 0.5138
trat*tiempo 1 45 3 45 -0.7008 | 1.7464 24 0.6917
trat*tiempo 2 0 2 15 3.4787 1.7806 24 0.0625
trat*tiempo 2 0 2 30 1.8796 | 1.8943 24 0.3310
trat*tiempo 2 0 2 45 41200 | 1.6065 24 [ 0.0170%
trat*tiempo 2 0 3 0 0.3292 | 1.5733 24 0.8360
trat*tiempo 2 15 2 30 -1.5992 | 1.6368 24 0.3383
trat*tiempo 2 15 2 45 06412 | 1.5648 24 0.6856
trat®tiempo 2 15 3 15 5.2921 1.4177 24 0.0010%
trat*tiempo 2 30 2 45 2.2404 | 16032 24 0.1751
trattiempo | 2 30 3 30 | 39338 | 1.6844 24 1 0.0282%
trat*tiempo| 2 45 | 3 45 | -1.8583 | 1.7464 24 | 02979
trattiempo | 3 0 3 15 | 84417 | 17806 24 | <.0001% |
trat*tiempo 3 0 3 | 30 | 54842 | 18943 24 | 0.0080%
trattiempo 3 o | 3 45 19325 | 16065 24 | 0.2407
trat*tiempo 3 15 3 30 -2.9575 | 16368 24 0.0833
trat*tiempo 3 15 3 45 | 65092 @ 15648 | 24 10_.000_4#5
trat™tiempo 3 30 3 | 45 | 35517 1 16032 [ 24 |0.0365%
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Anexo 5. Resultados del Analisis de Regresion Simple para T3 en Funcion de la
Concentracion Plasmatica de Selenio (tratamiento 1)

Simple Regression - T3 vs. SePlasma

Dependent variable: T3
Independent variable: SePlasma

Standard T
Parameter Estimate Error Statistic P-Value
Intercept -0.717123 0.188345 -3.8075 0.0005
Slope 0.169167 0.0424457 3.98548 0.0003

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Model 0.375534 1 0.375534 15,488 0.0003
Residual 0.898403 38 0.0236422

Total (Corr.) 1.27394 39

Correlation Coefficient = 0.542939

R-squared = 29.4782 percent

Standard Error of Est. = 0.15376
T3 = 0.488154*SePlasma”0.169167

or

In(T3) = -0.717123 + 0.169167*1n{SePlasma)

Plot of Fitted Model

153 - T T T i T T T
133 ]
[ =
= sk -
0.93 |- .
073 b/, . . . e
0 30 60 90 120 150 180

SePlasma

108



Plot of T3

1.53

133 L ]

o L ]
QE) L 4
G_) I]3 - -
[72] F 4
_8 - B
093 ]

C ]

073 L 0. . . ) .

0.73 093 113 133 153

predicted

Comparison of Alternative Models

Model Correlation R-Sguared
Multiplicative 0.5429 29.48%
Reciprocal-Y -0.5348 28.60%
Logarithmic-X 0.529¢6 28.05

Square root-X 0.5271 27.78+
Exponential 0.5268 27.75

Square root-Y 0.5203 27.08

Linear 0.5123 26.24°
Double reciprocal 0.4973 24.73%
S-curve ~0.4954 24 .54%
Reciprocal-X -0.4866 23.687
Logistic <no fit>

Log probit <no fit>
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Anexo 6. Resultados del Analisis de Regresiéon Simple para T3 en Funcion de la

Concentracion Plasmatica de Selenio (tratamiento 2)

Simple Regression - T3 vs. SePlasma

Regression Analysis - Reciprocal-X model: Y = a + b/X

Dependent variable: T3
Independent variable: SePlasma

Standard T

Parameter Estimate Error Statistic P-Value
Intercept 0.997711 0.0392371 25.4278 0.0000
Slope -2.30279 2.24644 -1.02508 0.3120

Analysis of Variance
Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-vValue
Model 0.0134995 1 0.0134995 1.05 0.3120
Residual 0.475336 37 0.0128469
Total (Corr.) 0.488836 38

Correlation Coefficient = ~0.16618
R-squared = 2.76156 percent
Standard Error of Est. = 0.113344

T3 = 0.997711 - 2.30279/SePlasma

Plot of Fitted Model
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Plot of T3
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Comparison of Alternative Models
Model Correlation R-Squared
Reciprocal-X -0.1662 2.76%
S-curve -0.1619 2.62¢
Double reciprocal 0.1569 2.46%
Logarithmic-X 0.1368 1.87%
Multiplicative 0.1303 1.70:
Square root-X 0.1224 1.50:
Linear 0.1099 1.21%
Square root-Y 0.1065 1.13%
Exponential 0.1031 1.06-
Reciprocal-Y -0.0965 0.93%
Logistic <no fit>
Log probit <no fit>
Residual Plot
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Anexo 7. Resultados del Analisis de Regresion Simple para T3 en Funcion de la

Concentraciéon Plasmatica de Selenio (tratamiento 3)

Simple Regression - T3 vs. SePlasma

Regression Analysis - Multiplicative model: Y = a*X"b

Dependent variable: T3
Independent variable: SePlasma

Standard T

Parameter Estimate Error Statistic P-Value
Intercept -0.910244 0.177172 -5.13765 0.0000
Slope 0.220864 0.0404652 5.45812 0.0000
NOTE: intercept = ln(a)

Analysis of Variance
Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Model 0.414563 1 0.414563 29.79 0.0000
Residual 0.5287906 38 0.0139157
Total (Corr.) 0.943359 39

Correlation Coefficient = 0.662914

R-squared = 43.9454 percent

Standard Error of Est. = 0.117965
T3 = 0.402426*SePlasma~0.2208¢64

or

In(T3) = -0.910244 + 0.220864*1n(SrPlasma)

Plot of Fitted Model
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Plot of T3
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Comparison of Alternative Models
Model Correlation R-Sqguared
Multiplicative 0.6629 43.95"%
Reciprocal-Y -0.6446 41.5%°
Logarithmic-X 0.6353 40.35
Double reciprocal 0.6321 39.96-
Square root-X 0.6276 39.39%
Exponential 0.6250 39.006
Square root-Y 0.6128 37.55:
S-curve -0.6113 37.37
Linear 0.5991 35.89:
Reciprocal-X -0.585 34.27
Logistic <no fit>
Log probit <no fit>
Residual Plot
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Anexo 8. Resultados del Analisis de Regresion Simple para T4 en Funcion de la
Concentracion Plasmatica de Selenio (tratamiento 1)

Simple Regression - T4 vs. SePlasma

P-Value

0.0000

0.0001
F-Ratio P-Value
18.32 0.0001

Regression Analysis - Reciprocal-Y model: Y = 1/(a + b*X)
Dependent variable: T4
Independent variable: SePlasma
Standard T

Paranmeter Estimate Error Statistic
Intercept 0.0147156 0.00029338 50.1589
Slope 0.000012127 0.00000283305 4.28055

Apalysis of Variance
Source Sum of Squares Df Mean Square
Model 0.0000114143 1 0.0000114143
Residual 0.0000236719 38 6.22945E-"7
Total (Corr.) 0.0000350862 39

Correlation Coefficient =

0.570369

R-squared = 32.5321 percent

Standard Error of Est.

T4 =

73
70
67

64

T4

61
58
55

= 0.000789269

1/(0.0147156 + 0.000012127*SePlasma)

Plot of Fitted Model
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73
70
67
64
6l

observed

58
55

Plot of T4

Comparison of Alternative Models

Reciprocal-Y
Exponential
Square root-Y
Linear

Square root-X

Multiplicative

Logarithmic-X

Double reciprocal

S-curve
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Correlation R-Squared
0.57014 32.53~
-0.5672 32.18%
-0.5654 31.96
-0.5633 31.73:
-0.5278 27.85
-0.4812 23.16
-0.4773 22.78%
-0.3622 13.12%
0.3586 12.86°
0.3543 2.56%
<no fit>
<no fit>
Residual Plot
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Anexo 9. Resultados del Analisis de Regresion Simple para T4 en Funcion de la

Concentracion Plasmatica de Selenio (tratamiento 2)

Simple Regression - T4 vs. SePlasma

Regression Analysis - Multiplicative model: Y = a*X"b

Dependent variable: T4
Independent variable: SePlasma

Standard T

Parameter Estimate Error Statistic P-Value
Intercept 3.96066 0.119167 33.2361 0.0000
Slope 0.051793 0.0278996 1.85641 0.0714
NOTE: 1intercept = 1ln(a)

Analysis of Variance
Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-vValue
Model 0.0153878 1 0.0153878 3.45 0.0714
Residual 0.165209 37 0.0044651
Total (Corr.) 0.180596 38

Correlation Coefficient = 0.2919
R-squared = 8.52057 percent
Standard Error of Est. = 0.0668214

T4 = 52.4917*SePlasma~0.051793

or

Plot of Fitted Model
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Plot of T4
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Comparison of Alternative Models
Model Correlation R-Squared
Multiplicative 0.2919 8.52%
Logarithmic-X 0.2900 8.412
Square root-X 0.2844 8.09:
Reciprocal-Y -0.2766 7.65:
Exponential 0.2727 7.44?
Square root-Y 0.2707 7.332
Linear 0.2687 7.22%
Reciprocal-X -0.2587 6.697
S-curve -0.2578 6.64%
Double reciprocal 0.2564 6.57%
Logistic <no fit>
Log probit <no fit>
Residual Plot
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Anexo 10. Resultados del Analisis de Regresion Simple para T4 en Funcién de la

Concentracién Plasmatica de Selenio (tratamiento 3)

Simple Regression - T4 vs. SePlasma

Regression Analysis - Square root-X model: Y = a + b*sqgrt (X)

Dependent variable: T4
Independent variable: SePlasma

Standard T

Parameter Estimate Error Statistic P-Value
Intercept 76.11 2.88618 26.3705 0.0000
Slope -1.3896 0.312155 -4.45162 0.0001

Analysis of Varilance
Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio -Value
Model 286.336 1 286.336 19.82 0.0001
Residual 549.064 38 14.449
Total (Corr.) 835.4 39

Correlation Coefficient = -0.585451
R-squared = 34.2753 percent
Standard Error of Est. = 3.80119

T4 = 76.11 - 1.3896*sqrt(SePlasma)

Plot of Fitted Model
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Plot of T4
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Model Correlation R-Squared
Square root-X -0.5855 34.28%
Linear -0.5843 34.14%
Square root-Y -0.5834 34.03%
Exponential -0.5821 33.88°
Reciprocal-Y 0.5785 33.47%
Logarithmic-X -0.5691 32.39%
Multiplicative ~-0.5659 32.02%
Reciprocal-X 0.4868 23.70%
S-curve 0.4841 23.44%
Double reciprocal -0.4803 23.07"
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Log probit <no fit>
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Anexo 11. Resultados del Analisis Estadistico para los Perfiles Plasmaticos
de Selenio en Etapa 2.

The Mixed Procedure

Model Information

| Data Set WORK.PLASMA2E
Dependent Variable Se
Covariance Structure Compound Symmetry
[ Subject Effect vaca(trat)
Estimation Method REML
Residual Vaniance Method Profile
Fixed Effects SE Method Model-Based
' Degrees of Freedom Method Between-Within

Class Level Information

[ Class Levels | Values
vaca 36 ' 112HO 121HO 122HO 128HO 136HO 139HO 140HO 143HO 144HO
148HO 150HO 155H0 156HO 5HO 8HO 90HO J2829 J2832 J2845 J2855
J2857 J2868 42878 J2887 J2889 J2890 J2892 J2935 J2938 J2940
MEX5716 T116 T57HO T64 T73HO T74HO.
raza 2 HOLSTEIN JERSEY
 trat 3 123
[tiempo |8 -150 15 30 45 60 75 90
Dimensions
Covariance Parameters 2
Columns in X 108
Columns in Z2 0
Subjects 36
| Max Obs Per Subject 8
Observations Used 288
Observations Not Used 0
Total Observations 288
lteration History
lteration Evaluations -2 Res Log Like | Criterion
0 1 2099.56831728
1 1 ~[2093.04287344 1 6.00000000
Convergence criteria met.
Estimated R Matrix for vaca(trat) 128HO 1
Row Col1 Col2 Col3 Col4 Col5 Col6 Col7 Col8
1 260.47 267956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |267956 |26.7956
2 26.7956 | 260.47 26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956
3 26.7956 |26.7956 |260.47 26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956
4 26.7956 |26.7956 |26.7956 |260.47 26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956
5 26.7956 | 26.7956 |26.7956 |26.7956 |260.47 26.7956 |26.7956 |26.7956
6 26.7956 |26.7956 |26.7956 |[26.7956 |26.7956 |260.47 26.7956 | 26.7956
7 26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |260.47 26.7956
8 26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |26.7956 |260.47
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Estimated R Correlation Matrix for vaca(trat

128HO 1

Row Col1 Col2 Col3 Col4 Col5 Col6 Col7 Col8
1 1.0000 01029 [0.1029 01029 |0.1029 [0.1029 |0.1029 |0.1029
2 0.1029 |1.0000 [0.1029 |01029 01029 [0.1029 10.1029 |0.1029
'3 0.1029 [0.1029 |1.0000 |0.1029 [0.1029 [0.1029 |0.1029 |0.1029
4 0.1029 |0.1029 |0.1029 1.0000 |0.1029 |01029 ]0.1029 |0.1029
5 01029 01029 |0.1029 0.1029 |1.0000 |0.1029 |0.1029 | 0.1029
6 0.1029 01029 0.1029 |0.1029 |0.1029 |1.0000 |0.1029 |0.1029
7 0.1029 |0.1029 [0.1029 01029 |0.1029 [0.1029 | 1.0000 |0.1029
8 0.1029 |0.1029 ]0.1029 |0.1029 |0.1029 ]0.1029 [0.1029 |1.0000
Covariance Parameter Estimates
Cov Parm Subject Estimate
CS vaca(trat) 26.7956
Residual 233.68
Fit Statistics
Res Log Likelihood ‘ -1046.5
Akaike's Information Criterion ‘ -1048.5
Schwarz's Bayesian Criterion -1050.1 |
-2 Res Log Likelihood 2093.0
Null Model Likelihood Ratio Test
DF |  Chi-Square | Pr>ChiSq
1 6.53 0.0106
Type 3 Tests of Fixed Effects
Effect Num DF | Den DF F Value Pr>F
‘raza 1 30 0.50 0.4848
trat 2 30 58.99 <.0001 *
raza*trat 2 30 0.53 0.5932
‘__t_ieﬂpo 7 210 7310 <,0001%
r raza*tiempo 7 210 1.11 0.3594
trat*tiempo 14 210 15.73 <.0001 *
raza™rat™tiempo 14 210 059 | 08743
, Contrasts
Label ~_ |NumDF ' Den DF F Value Pc>F
Seylvs Se+l 1 30 28.62 <.0001
| vs Se+l 1 30 83.20 <.0001
lineal 1 30 0.1 0.7466
cuadratico 1 30 117.62 <.0001
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Least Squares Means

"Effect trat tiempo Estimate |Standard |DF t Value Pr> |t|
Error

[ trat 1 76.7917 [2.1603 30 35.55 <.0001
“trat 2 475839 12.1910 30 21.72 <0001 |
trat 3 77.8681 [2.4946 30 31.22 <0001 |
tiempo -15 502267 |2.8475 210 17.64 <.0001
tiempo 0 456947 [2.8475 210 16.05 <.0001
tiempo 15 58.1085 |2.8475 210 20.41 <.0001
tiempo 30 88.1661 [2.8475 210 30.96 <.0001
tiempo 45 108.29 2.8475 210 38.03 <.0001
tiempo 60 82.9884 [2.8475 210 29.14 <.0001
tiempo 75 60.1468 [2.8475 210 21.12 <.0001
tiempo 90 456947 |2.8475 210 16.05 <.0001
trat*tiempo | 1 -15 54.2500 |4.6590 210 11.64 <.0001
trat*tiempo | 1 0 49.0000 [46590 210 10.52 <.0001
trat*tiempo | 1 15 61.1667 [4.6590 210 113.13 <.0001
trat*tiempo | 1 30 111.67 4.6590 210 23.97 <.0001
trat*tiempo | 1 45 134.33 4.6590 210 28.83 <.0001
trattiempo | 1 60 94.0000 [4.6590 210 20.18 <.0001
trat*tiempo | 1 75 60.9167 |4.6590 210 13.08 <.0001
trat*tiempo | 1 90 49.0000 |4.6590 210 10.52 <.0001
trat*tiempo | 2 -15 41.9857 |4.7251 210 8.89 <.0001
trattiempo | 2 0 415286 [4.7251 210 8.79 <.0001
trat*tiempo | 2 15 50.7143  [4.7251 210 10.73 | <.0001
trat*tiempo | 2 30 55.9429 [4.7251 210 11.84 | <.0001
trat*tiempo | 2 45 45.8714 4.7251 210 9.71 | <.0001
trat*tiempo | 2 60 53.2429 |4.7251 210 11.27 | <.0001
trat*tiempo [ 2 75 49.8571 | 4.7251 210 10.55 [ <.0001
trattiempo | 2 0 415286 | 4.7251 210 8.79 | <.0001
trat*tiempo | 3 -15 54.4444 | 53797 210 10.12 <.0001
trattiempo | 3 0 46.5556 | 5.3797 210 8.65 <0001 |
[ trat*tiempo | 3 15 62.4444 53797 210 11.61 < 0001
trat*tiempo | 3 30 96.8889 |5.3797 210 18.01 <.0001
trat*tiempo | 3 45 144.67 53797 210 126.89 <.0001
trat*tiempo | 3 60 101.72 5.3797 210 [18.91 <.0001
trat*tiempo | 3 75 69.6667 |5.3797 210 12.95 <.0001
trat*tiempo | 3 90 46.5556 | 5.3797 210 8.65 1 <.0001

Differences of Least Squares Means
Effect Trat Trat Estimate Standard DF Pr> |t

| ~ Error

trat 1 2 | 29.2077 3.0769 30 <.0001 %
trat 1 3 -1.0764 3.3000 30 0.7466
trat 2 3 | -30.2841 | 3.3201 30 <.0001% |
Effect Tiempo Tiempo Estimate Standard DF Pr> |t
B ] Error
tiempo -15 0 4.5320 3.8142 210 0.2361
tiempo 15 15 -7.8817 3.8142 210 0.0400%
tiempo -15 30 -37.9394 3.8142 210 <.0001%
tiempo 15 45 -58.0638 3.8142 210 <.0001%
tiempo 15 60 -32.7616 3.8142 210 <.0001 %
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Effect Tiempo Tiempo Estimate Standard DF Pr> |t
Error

tiempo -15 75 -9.9201 3.8142 210 0.0100%
tiempo -15 90 4.5320 3.8142 210 0.2361
tiempo 0 15 -12.4138 3.8142 210 0.0013%
tiempo 0 30 -42.4714 3.8142 210 <.0001%
tiempo 0 45 62.5958 3.8142 210 <.0001%
tiempo 0 60 -37.2937 3.8142 210 <.0001%
tiempo 0 75 -14.4521 3.8142 210 0.0002%
tiempo 0 90 2.26E-13 3.8142 210 1.0000
tiempo 15 30 -30.0577 3.8142 210 <.0001 %
tiempo 15 45 -50.1820 3.8142 210 <.0001%
tiempo 15 60 -24.8799 3.8142 210 <.0001 %
tiempo 15 75 2.0384 3.8142 210 0.5936
tiempo 15 90 12.4138 3.8142 210 0.0013%
tiempo 30 45 -20.1243 3.8142 210 <.0001 %

| tiempo 30 60 5.1778 3.8142 210 | 01761

| tiempo 30 75 28.0193 3.8142 210 <.0001%
tiempo 30 90 42.4714 3.8142 210 <.0001 %
tiempo 45 60 25.3021 3.8142 210 <.0001%
 tiempo 45 75 48.1437 3.8142 210 <.0001 %
tiempo 45 90 62.5958 3.8142 210 <0001% |
tiempo 60 75 22.8415 3.8142 210 <.0001%
tiempo 60 90 37.2937 3.8142 210 <.0001% |
_tiempo 75 { 90 144521 |  3.8142 210 0.0002% |
| Effect Trat Tiempo Trat Tiempo | Estimate | Standard DF Pr> |t

Error

' trat*tiempo 1 -15 1 0 5.2500 | 6.2407 210 0.4012 j
trat™tiempo 1 -15 1 15 6.9167 | 6.2407 210 | 0.2690 |
trat*tiempo 1 -15 1 30 -57.4167 | 6.2407 210 | <.0001%
trattiempo 1 -15 1 45 -80.0833 | 6.2407 210 | <.0001%
tratiempo 1 -15 1 60 39.7500 | 6.2407 | 210 | <.0001%
trat*tiempo 1 15 1 75 6.6667 | 6.2407 | 210 0.2866
trat'tiempo| 1 = 15 | 1 90 52500 | 6.2407 210 | 04012
trat*tiempo 1 | 15 | 2 -15 12.2643 | 6.6357 210 0.0660 |
trat*tiempo 1 15 [ 3 -15 0.1944 | 7.1167 210 | 0.9782 |
trat*tiempo 1 [ o T 1 15 | -12.1667 | 6.2407 210 | 0.0526
trat™tiempo 1 0 1 30 626667 | 62407 | 210 | <.0001%
trat*tiempo 1 0 1 45 853333 | 62407 | 210  <.0001%
trat*tiempo 1 0 1 60 -45.0000 | 6.2407 210 | <.0001 %
trat*tiempo 1 0 1 75 -11.9167 | 6.2407 210 | 0.0576
trat*tiempo 1 0 1 90 1.22E-15| 6.2407 210 | 1.0000
trattiempo 1 0 2 0 [ 74714 | 6.6357 210 | 0.2615
trat*tiempo 1 0 3 0 | 24444 | 71167 210 | 07316
trat*tiempo 1 15 1 30 [-50.5000 | 6.2407 210 | <.0001% |
trat*tiempo 1 15 1 45 -73.1667 | 6.2407 210 | <.0001% |
trat*tiempo 1 15 1 60 | -32.8333 | 6.2407 210 | <.0001% |
trattiempo 1 15 1 75 0.2500 | 6.2407 210 0.9681 |
trat*tiempo 1 15 1 a0 12.1667 | 6.2407 210 0.0526
trat™tiempo 1 15 2 15 10.4524 | 6.6357 210 0.1167
trat*tiempo 1 15 3 15 -1.2778 | 7.1167 210 | 08577
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Effect Trat Tiempo Trat Tiempo | Estimate | Standard DF Pr>
Error
trat®tiempo 1 30 1 45 -22.6667 | 6.2407 210 0.0004 %
trat™iempo 1 30 1 60 17.6667 | 6.2407 210 0.0051 %
trattiempo 1 30 1 75 50.7500 | 6.2407 210 | <.0001%
trat*tiempo 1 30 1 90 62.6667 | 6.2407 210 | <.0001%
trattiempo 1 30 2 30 557238 | 6.6357 210 | <.0001%
trat*tiempo 1 30 3 30 | 147778 | 7.1167 210 [ 0.0391%
trat*tiempo 1 45 1 60 40.3333 | 62407 210 | <.0001%
| trat*tiempo 1 45 1 75 73.4167 | 62407 210 | <.0001%
trat*tiempo 1 45 1 90 85.3333 | 6.2407 210 | <.0001%
trat*tiempo 1 45 2 45 88.4619 | 66357 | 210 | <.0001%
trattiempo 1 45 3 45 -10.3333 | 7.1167 210 0.1480
trat*tiempo 1 60 1 75 33.0833 | 6.2407 210 | <.0001%
trat*tiempo 1 60 1 90 45.0000 | 6.2407 210 [ <.0001%
trat*tiempo 1 60 2 60 40.7571 | 66357 210 [ <.0001%
| trat*tiempo 1 60 3 60 7.7222 | 7.1167 210 | 0.2791
trat*tiempo | 1 75 1 90 11.9167 | 6.2407 210 | 0.0576
trattiempo 1 75 2 75 11.0595 | 6.6357 210 0.0971
trat*tiempo 1 75 3 75 8.7500 | 7.1167 210 0.2203
trat*tiempo 1 90 2 90 7.4714 | 66357 210 0.2615
trat*tiempo 1 90 3 90 24444 | 71167 | 210 0.7316
trat*tiempo 2 -15 2 0 04571 | 63292 210 0.9425
trat*tiempo | 2 -15 2 15 -8.7286 | 63292 210 0.1693
trattiempo | 2 -15 2 30 -13.9571 | 6.3292 210 0.0285
trat*tiempo | 2 -15 2 45 -3.8857 | 6.3292 210 0.5399
trat*tiempo 2 -15 2 60 -11.2571 | 6.3292 210 0.0768
trat*tiempo 2 -15 2 75 -7.8714 | 63292 210 0.2150
trat*tiempo 2 -15 2 90 0.4571 | 6.3292 210 | 0.9425
trat*tiempo | 2 -15 3 -15 | -12.4587 | 7.1602 210 0.0833
 trat*tiempo | 2 0 _2 15 -9.1857 | 6.3292 210 0.1482
trat*tiempo | 2 0 2 30 [-14.4143 | 63292 210 | 0.0238%
trat'tiempo | 2 0 el 45 43429 | 63292 | 210 | 0.4934
trat*tiempo 2 0 2 60 |-11.7143| 6.3292 210 | 0.0656 |
trat*tiempo 2 0 Z 75 | -8.3286 | 63292 210 0.1896
| trattiempo| 2 0 2 90 | -598E-16 | 6.3292 210 1.0000
trat*tiempo 2 0 8 0 -5.0270 | 7.1602 210 0.4834
trat*tiempo 2 15 2 30 52286 | 6.3292 210 0.4097
trattiempo 2 15 2 45 48429 | 6.3292 210 0.4450 |
trat*tiempo 2 15 2 60 -2.5286 | 63292 210 0.6899
trat*tiempo 2 15 2 75 08571 | 63292 210 0.8924 |
trat*tiempo 2 15 2 90 9.1857 | 6.3292 210 0.1482
trat*tiempo 2 15 3 15 -11.7302 | 7.1602 210 01029
trat*tiempo 2 30 2 45 10.0714  6.3292 210 0.1131
trat*tiempo 2 30 2 60 2.7000 | 6.3292 210 0.6701
trat*tiempo 2 30 2 75 6.0857 | 6.3292 210 0.3374
trat*tiempo 2 30 2 90 14.4143 | 6.3292 210 [ 0.0238%
trat*tiempo 2 30 3 30 -40.9460 | 7.1602 210 [ <.0001%
trattiempo 2 45 2 60 -7.3714 | 63292 210 0.2455
trattiempo 2 45 2 75 -3.9857 | 6.3292 210 0.5296
_trattiempo 2 45 2 90 43429 | 6.3292 210 0.4934
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Effect Trat Tiempo Trat Tiempo | Estimate | Standard DF Pr>|t| |
Error

trat*tiempo 2 45 3 45 -98.7952 | 7.1602 210 <.0001 %
trattiempo 2 60 2 75 3.3857 | 6.3292 210 0.5933
trat*tiempo 2 60 2 90 11.7143 | 6.3292 210 0.0656 |
trat*tiempo 2 60 3 60 -48.4794 | 7.1602 210 | <.0001%
trat“tiempo 2 75 2 90 8.3286 | 6.3292 210 0.1896
trat*tiempo 2 75 3 75 -19.8095 | 7.1602 210 | 0.0062%
trat*tiempo 2 90 3 90 -5.0270 | 7.1602 210 0.4834
trat*tiempo 3 -15 3 0 7.8889 | 7.2061 210 0.2749
trattiempo 3 15 3 15 -8.0000 | 7.2061 210 0.2682
trat*tiempo 3 -15 3 30 42.4444 | 7.2061 210 | <.0001%
trat*tiempo 3 -15 3 45 -90.2222 | 7.2061 210 | <.0001%
trattiempo 3 15 3 60 47.2778 | 7.2061 210 | <.0001% |
trat"tiempo 3 -15 3 75 -15.2222 | 7.2061 210 | 0.0358%
trat*tiempo 3 -15 3 90 7.8889 | 7.2061 210 0.2749
trat*tiempo 3 0 3 15 -15.8889 | 7.2061 210 | 0.0285%
trat*tiempo 3 0 3 30 -50.3333 | 7.2061 210 <.0001 %
trat*tiempo 3 0 3 45 -98.1111 | 7.2061 210 | <.0001% |
| trat*tiempo 3 0 3 60 55,1667 | 7.2061 210 | <.0001%
trat*tiempo 3 0 3 75 231111 | 7.2061 210 | 0.0016%
trat*tiempo 3 0 3 90 7.36E-13| 7.2061 | 210  1.0000 |
trat*tiempo 3 15 3 30 -34.4444 | 7.2061 210 | <.0001%

| trat*tiempo | 3 15 3 45 -82 2222 | 7.2061 210 <.0001 % |
| trat*tiempo 3 15 3 60 -39.2778 | 7.2061 210 | <.0001% |
| trat*tiempo 3 15 3 75 7.2222 | 7.2061 210 0.3174 |
| trat*tiempo 3 15 3 90 15.8889 | 7.2061 210 [ 0.0285% |
trat*tiempo 3 30 3 45 47.7778 | 7.2061 210 | <.0001% |
trat*tiempo 3 30 3 60 4.8333 | 7.2061 210 | 0.5031
trat*tiempo 3 30 3 75 27.2222 | 7.2061 210 | 0.0002%
trat*tiempo 3 30 3 90 50.3333 | 7.2061 210 | <.0001%
trat*tiempo 3 45 3 60 42.9444 | 7.2061 210 | <0001%
trat*tiempo 3 45 3 75 75.0000 | 7.2061 210 | <.0001 :1:ﬂ
trat*tiempo 3 45 3 90 98.1111 | 7.2061 210 | <0001% ]
trat*tiempo 3 60 3 75 32.0556 | 7.2061 210 | <.0001%
trattiempo 3 60 3 90 55.1667 | 7.2061 210 | <.0001%
trattiempo| 3 75 3 90 | 231111 | 72061 | 210 [0.0016% |
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Anexo 12. Resultados del Analisis Estadistico para la Concentraciéon de Selenio en
Leche Etapa 2.

The Mixed Procedure

Model Information

| Data Set WORK.LECHE2
Dependent Variable Se
Covariance Structure Unstructured
Subject Effect vaca(trat)

| Estimation Method REML

' Residual Variance Method None

| Fixed Effects SE Method Model-Based

\ Degrees of Freedom Method Between-Within

Class Level Information

Class | Levels [Values B

'vaca 24 112HO 122HO 128HO 138HO 141HO 144HO 148HO 150HO
155HO 90HO J2832 2845 J2855 J2857 J2878 J2887 J2935
J2938 J2939 J2940 T37HO T57HO T64HO T74HO.

raza | 2 Holstein Jersey B
trat , 3 123 e
‘tiempo | 8 -150 15304560 75 90 _ _
Dimensions
'Covariance Parameters 36
Columns in X 108
Columns in Z 0
Subjects o 24
"Max Obs Per Subject 8
Observations Used 192
Observations Not Used 0 |
| Total Observations 192
lteration History
lteration Evaluations 2Resloglike |  Criterion
0 1 252.99621261
1 1 220.03345189 0.00000000

Convergence criteria met.

Estimated R Matrix for vaca(trat) 128HO 1

Row Col1 Col2 Col3 Col4 Col5 Col6 Col7 Col8

1 0.1796 -0.02228 0.02367 | -0.00203 |-0.02228 |-0.00296 |-0.1122 -0.05362
[2 -0.02228 |0.1801 0.02323 |-0.03420 |-0.00930 |-0.05985 0.01651 -0.01358

3 0.02367 |0.02323 |0.1509 0.04454 |-0.03954 |0.01919 |-0.02204 |-0.00975
T4 -0.00203 |-0.03420 |0.04454 |0.1435 0.03604 |-0.00556 |0.0008391 |-0.04169
‘.,5_ -0.02228 |-0.00930 |-0.03954 |0.03604 |0.3481 0.05784 | 0.07887 0.02029

|6 -0.00296 |-0.05885 |0.01919 |-0.00556 |0.05784 |0.2445 -0.04274 [-0.04318 |
7 -0.1122 0.01651 -0.02204 |0.000891 |0.07887 |-0.04274 |0.2008 0.04329

8 -0.05362 |-0.01358 | -0.00975 |-0.04168 |0.02029 |-0.04318 |0.04329 [0.2746
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Estimated R Correlation Matrix for vaca(trat) 128HO 1

Row Coll Col2 Col3 Col4 Col5 Col6 Col7 Col8
1 1.0000 -0.1239 0.1437 -0.01266 |-0.08912 |-0.01411 |-0.5908 0.2415
2 0.1239 1.0000 0.1409 0.2127 -0.03716 | -0.2852 0.08681 -0.06108
13 0.1437 0.1409 1.0000 0.3026 0.1725 0.09988 | -0.1266 -0.04791
4 0.01266 |-0.2127 0.3026 1.0000 0.1612 -0.02966 |0.005249 |-0.2100
5 0.08912 |-0.03716 |-0.1725 0.1612 1.0000 0.1983 0.2984 0.06562
6 0.01411 |-0.2852 0.09988 |-0.02966 |0.1983 1.0000 0.1929 -0.1666
7 -0.5808 0.08681 | -0.1266 0.005249 |0.2984 0.1929 1.0000 0.1844
|8 0.2415 0.06108 | -0.04791 |-0.2100 0.06562 |-0.1666 |0.1844 1.0000
Covariance Parameter Estimates
 Cov Parm Subject Estimate Cov Parm | Subject Estimate
UN(1,1) vaca(trat) 0.1796 UN(6,4) 'vaca(trat) -0.00556
"UN(2,1) vaca(trat) 0.02228 UN(6,5) | vaca(trat) 0.05784
UN(2,2) vaca(trat) 0.1801 | UN(6,6) vaca(trat) 0.2445
'UN(3.1) vaca(trat) 0.02367 LUN(7,1) vaca(trat) 0.1122
LUN(3,2) vaca(trat) 0.02323 |UN(7,2) vacaftrat) 0.01651
| UN(3,3) vaca(trat) 0.1509 | UN(7,3) vaca(trat) -0.02204
UN(4,1) vaca(trat) -0.00203 UN(7,4) vaca(trat) 0.000891
‘ UN(4,2) vaca(trat) -0.03420 UN(7.,5) vaca(trat) 0.07887
UN(4,3) vaca(trat) 0.04454 UN(76)  |vaca(trat 1-0.04274 |
UN(4,4) vaca(trat) 0.1435 UN(7,7) vaca(trat) 0.2008 B
UN(5,1) vaca(trat) -0.02228 UN(8,1) vaca(trat) -0.05362
UN(5,2) vaca(trat) -0.00930 UN(8,2) vaca(trat) -0.01358
UN(5,3) vaca(trat) -0.03954 UN(8.3) vaca(trat) -0.00975 N
UN(5,4) vaca(trat) 0.03604 UN(8,4) vaca(trat) -0.04169 ]
UN(5 5) vaca(trat) 0.3481 UN(8,5) | vaca(trat) 0.02029
UN(6,1) vaca(trat) -0.00296 UN(8,6) | vaca(trat) -0.04318 )
UN(6,2) vaca(trat) -0.05985 UN(8,7) Tvaca(trat) ~10.04329 .
UN(8,3) vaca(trat) 0.01919 | UN(8,8) | vaca(trat) 02746
Fit Statistics ,
Res Log Likelihood ~|__-1100_
Akaike's Information Criterion -146.0 |
Schwarz's Bayesian Criterion -167.2 —l
-2 Res Log Likelihood 2200
Null Model Likelihood Ratio Test
| DF | Chi-Square | Pr>ChiSq |
| 35 32.96 0.5668
- Type 3 Tests of Fixed Effects )
Effect | NumDF | Den DF F Value Pr>F
raza ] 1 18 0.49 0.4951
trat 2 18 300.93 <.0001%
| raza*trat 2 18 0.16 0.8557
tiempo 7 18 53.11 <.0001 %
| raza*tiempo 7 18 0.55 0.7853
trattiempo 14 18 22.03 <.0001%
raza*trattiempo 14 18 1.50 0.2059
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Contrasts

| Label Num DF Den DF F Value Pr>F

'Seylvs Se+l 1 18 168.92 <.0001%

| vs Se+l 1 18 461.73 <.0001 %

lineal 1 18 2.99 0.1008

| cuadratico 1 18 600.76 <.0001 %
- Least Squares Means
Effect trat tiempo Estimate Standard DF t Value Pr> |t

Error
trat 1 7.7047 0.05357 18 114384 <.0001
trat 2 6.2365 0.04920 18 1126.75 <0001 |
trat 3 7.8386 0.05602 18 139.92 <0001 |
tiempo 15 6.8785 0.08840 18 77.81 <.0001
tiempo 0 6.5724 0.08853 18 74.24 <.0001
tiempo 15 6.8026 0.08105 18 83.93 <.0001
tiempo 30 7.7855 0.07904 18 98.50  |<.0001 |
tiempo 45 8.9064 0.1231 18 72.36 <.0001
tiempo 60 7.7699 0.1031 18 75.33 <.0001 |
tiempo 75 6.9972 0.09347 18  |7486 <0001 |
tiempo 90 6.3669 0.1093 18 58.24 <.0001
trat*tiempo | 1 -15 7.0323 0.1547 18 4545 <0001
trat*tiempo | 1 0 6.6587 0.1550 18 14297 <.0001
_trat*tiempo | 1 15 6.9623 0.1419 18 149.08 1 <.0001
trattiempo | 1 30 8.4457 0.1383 18 61.05 <.0001
trat*tiempo | 1 45 10.0853 0.2154 18 46.81 <.0001
trat*tiempo [ 1 60 84703 0.1805 18 4691  [<0001 |
trat*tiempo | 1 75 7.4883 10.1636 18 4577 <.0001
| trat®tiempo | 1 190 6.4943 10.1914 18 4‘&94_ 77777 <.0001
trattiempo |2 |-15 6.5903 0.1421 18 14637  [<0001 |
trat*tiempo | 2 0 6.5102 0.1423 18 4574 <.0001
trat*tiempo |2 |15 6.1985 0.1303 18 14757 <0001
trat*tiempo |2 30 58130  ]0.1271 |18 145.74 | <.0001 |
trat*tiempo | 2 45 6.0955 0.1979 [18 3080 <0001 '
trattiempo | 2 |60 6.4315 0.1658 18 138.78 1<.0001 |
trat*tiempo | 2 75 6.1295 0.1503 (18 . 140.78 <.0001 1
trat*tiempo | 2 90 6.1235 0.1758 18 13484 <.0001 |
trat*tiempo | 3 15 7.0129 0.1618 18 14334 | <.0001 J
trattiempo | 3 0 6.5483 0.1621 18 140.41 <.0001 |
trat*tiempo |3 15 7.2471 0.1484 |18 14885 <0001 ‘
“trattiempo |3 30 9.0979 01447 18 |62.88 <0001 |
trattiempo |3 45 10.5383 0.2253 18 ~ |4677 <.0001 |
trattiempo | 3 60 8.4079 0.1888 [18 14453 <0001
trattiempo |3 75 7.3738 0.1711 118 14308 1 <.0001 j
trat*tiempo | 3 90 6.4829 0.2001 18 3239  [<.0001
Differences of Least Squares Means
"Effect trat "trat Estimate Standard DF Pr> |t
Error

trat 1 2 1.4682 0.07273 18 <.0001%
trat 1 3 0.1340 0.07751 18 0.1010
trat 2 3 -1.6021 0.07456 18 <.0001 %
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Effect tiempo tiempo Estimate Standard DF Pr> Y
Error
tiempo -15 0 0.3061 0.1326 18 0.0331%
tiempo -15 15 0.07586 0.1110 18 0.5031
tiempo -15 30 -0.9070 0.1193 18 <.0001%
tiempo -15 45 -2.0279 0.1578 18 <.0001%
tiempo -15 60 -0.8914 0.1368 18 <.0001%
tiempo -15 75 -0.1187 0.1622 18 0.4738
“tiempo -15 90 0.5116 0.1563 18 0.0042%
“tiempo 0 15 -0.2302 0.1113 18 0.0532
_tiempo 0 30 -1.2131 0.1306 18 <.0001%
"tiempo 0 45 -2.3340 0.1543 18 <.0001%
tiempo 0 60 -1.1975 0.1539 18 <.0001%
“tiempo 0 75 -0.4248 0.1230 18 0.0028%
tiempo 0 90 0.2055 0.1448 18 0.1730
tiempo 15 30 -0.9829 0.09455 18 <.0001%
tiempo 15 45 ~ -2.1038 0.1586 18 <.0001 %
tiempo 15 60 -0.9673 0.1247 18 <.0001 %
tiempo 15 75 -0.1946 0.1312 18 0.1555
| tiempo 15 90 0.4357 0.1392 18 0.0058 %
tiempo 30 45 -1.1209 0.1351 18 <.0001 %
tiempo 30 60 0.01561 0.1318 18 0.9070 |
tiempo 30 75 0.7883 0.1221 18 <,0001 %
tiempo 30 90 1.4186 0.1477 18 <.0001%
tiempo 45 60 1.1365 0.1441 18 <.0001%
tiempo 45 75 1.9092 0.1305 18 <.0001% |
tiempo 45 90 2.5395 0.1592 18 <.0001 % {
tiempo 60 75 0.7727 0.1520 18 <.0001%
tiempo 60 90 1.4030 | 01623 18 <.0001% l
tiempo 75 90 0.6303 | 0.1301 18 0.0001%
Effect Trat Tiempo Trat Tiempo | Estimate | Standard DF Pr> |t
‘ Error
trattiempo | 1 -15 1 0 0.3737 | 02322 18 | 0.1249 |
trat*tiempo 1 -15 1 15 0.07000 | 0.1943 18 0.7229
trattiempo | 1 -15 1 30 -1.4133 | 0.2089 18 <.0001%
trattiempo | 1 15 1 45 -3.0530 | 0.2762 @ 18 <.0001 %
[trattiempo| 1 15 | 1 60 14380 | 02394 | 18 <.0001 %
trat*tiempo | 1 -15 1 75 04560 | 0.2839 18 0.1257
trattiempo | 1 -15 1 90 0.5380 | 0.2736 18 0.0649 |
trattiempo 1 -15 2 - 15 0.4421 | 0.2101 18 0.0497 %
trattiempo 1 -15 3 -15 0.01942 | 0.2239 18 0.9318
trat*tiempo 1 0 1 15 -0.3037 | 0.1948 18 0.1364 |
trat®tiempo 1 0 1 30 -1.7870 | 0.2286 18 <.0001 %
trat"tiempo 1 0 1 45 -3.4267 | 0.2700 18 <.0001%
trat*tiempo 1 | 0 1 60 -1.8117 | 0.2694 18 <.0001%
trattiempo 1 | 0 1 75 0.8297 | 02154 18 0.0012%
trat®tiempo 1 0 1 90 0.1643 0.2535 18 0.5250
trat®iempo 1 0 2 0 0.1484 0.2104 18 0.4896
trat®tiempo 1 0 3 0 0.1103 0.2242 18 0.6286
trat*tiempo 1 15 1 30 -1.4833 | 0.1655 18 <.0001%
| trattiempo 1 15 1 45 3.1230 | 0.2776 18 | <.0001%
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Effect Trat Tiempo Trat Tiempo | Estimate | Standard DF Pr>|{
Error
trat*tiempo 1 15 1 60 -1.5080 | 0.2182 18 <.0001%
trat*tiempo 1 15 1 75 -0.5260 | 0.2297 18 0.0343%
trat*tiempo 1 15 1 90 0.4680 0.2436 18 0.0707
trat*tiempo 1 15 2 15 0.7638 | 0.1926 18 0.0009%
| trat*tiempo 1 15 3 15 -0.2847 | 0.2053 18 0.1823 |
trat*tiempo 1 30 1 45 -1.6397 | 0.2365 18 <.0001% |
trat*tiempo 1 30 1 60 -0.02467 | 0.2307 18 0.9160
trat*tiempo 1 30 1 75 09573 | 0.2137 18 0.0003%
trat*tiempo 1 30 1 90 1.9513 | 0.2586 18 <.0001%
trat*tiempo 1 30 2 30 26327 | 01879 18 <.0001%
| trat*tiempo 1 30 3 30 0.6523 | 0.2002 18 0.0044 %
trat*tiempo 1 45 1 60 16150 | 0.2522 18 <.0001%
trat*tiempo 1 45 1 75 2.5970 0.2284 18 <.0001 %
trat*tiempo 1 45 1 90 35910 | 0.2786 18 <.0001%
trat*tiempo 1 45 2 45 3.9898 | 0.2925 18 <.0001%
| trat*tiempo 1 45 3 45 0.4530 | 0.3117 18 0.1634
trat*tiempo 1 60 1 75 0.9820 | 0.2660 18 | 0.0017% |
trat*tiempo 1 60 1 90 19760 | 0.2841 18 | <.0001% |
trat*tiempo 1 60 2 60 20388 | 0.2452 18 <.0001 % |
trat*tiempo 1 60 3 60 0.06242 | 0.2613 18 0.8139
trat*tiempo 1 75 1 90 0.9940 | 0.2277 18 0.0004 %
trat*tiempo 1 75 2 75 1.3588 | 02222 18 <.0001%
trat*tiempo 1 75 3 75 0.1146 0.2367 18 0.6342
trat*tiempo 1 90 2 90 0.3708 | 0.2598 18 0.1706
trat*tiempo 1 90 3 90 0.01142 | 0.2769 18 0.9676
trat*tiempo 2 -15 2 0 0.08000 | 0.2132 18 0.7119
trat*tiempo 2 -15 2 15 0.3918 | 0.1785 18 0.0415% |
trat*tiempo 2 -15 2 30 07773 | 0.1918 18 0.0007 *
trat*tiempo 2 -15 2 45 0.4948 | 0.2537 18 0.0669 |
| trat*tiempo 2 -15 2 60 0.1588 0.2199 18 0.4797
trat*tiempo 2 -15 2 75 0.4608 | 0.2608 18 0.0943
trat*tiempo 2 -15 2 90 0.4668 | 0.2513 18 0.0797
trat*tiempo 2 -15 3 -15 04227 | 02154 18 0.0654
trat*tiempo 2 0 2 15 0.3117 | 0.1789 18 | 0.0885 |
trat*tiempo 2 0 2 30 06972 | 02100 18 0.0038%
trat*tiempo 2 0 2 45 0.4148 | 0.2480 18 0.1118
trat*tiempo 2 0 2 60 0.07875 | 02475 | 18 0.7540
trat*tiempo 2 0 2 75 0.3808 | 0.1978 | 18 0.0702
trat*tiempo 2 0 2 90 0.3868 0.2328 ‘ 18 0.1140
trat*iempo 2 0 3 0 003808 | 0.2157 18 0.8618 |
trat*tiempo 2 15 2 30 0.3855 | 0.1520 18 0.0207% |
trat*tiempo 2 15 2 45 0.1030 0.2550 18 0.6911
| trat*tiempo 2 15 2 60 -0.2330 | 0.2004 18 0.2602
trat*tiempo 2 15 2 75 0.06900 | 0.2110 18 0.7474
trat*tiempo 2 15 2 90 0.07500 | 0.2238 18 0.7414
trat*tiempo 2 15 3 15 -1.0486 | 0.1975 18 <.0001%
trat*tiempo 2 30 2 45 0.2825 | 02173 18 0.2099 |
trat*tiempo 2 30 2 60 06185 | 02119 18 0.0092 %
trat*tiempo 2 30 2 75 0.3165 | 0.1963 18 0.1243
trat*tiempo 2 30 2 90 -0.3105 @ 0.2375 18 0.2076
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Anexo 13, Resultados del Analisis de Regresion Simple para la Concentracion de
Selenio en Leche en Funcién de la Concentracion de Selenio en Plasma
(tratamiento 1).

Simple Regression - SeLeche vs. SePlasma

Regression Analysis - Linear model: Y = a + b*X
Dependent variable: SeLeche
Independent variable: SePlasma

Standard T
Parameter Estimate Error Statistic P-Value
Intercept 5.27555 0.35721 14.7¢688 0.0000
Slope 0.028823 0.00408901 7.04889 0.0000

Source sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Model 65.345 1 ©5.345 49.69 0.0000
Residual 72.3325 55 1.31514

Total (Corr.) 137.677 56

Correlation Coefficient = $.688929
R-squared = 47.4624 percent
Standard Error of Est. = 1.14679

SelLeche = 5.2755%5 + 0.028823*SePlasma

Plot of Fitted Model

Sel.eche
[#,%
‘lli!l’\!l" ‘lll’)l!lll‘f

90 120 150 180
SePlasma

fo=)
Lt
<
o
o=}

132



Plot of Sel.eche
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Comparison of Alternative Models
Model Correlation R-Squared
Linear 0.6889 47.46%
Square root-X 0.6673 44 533
Logarithmic-X 0.6263 39.23°
Square root-Y 0.5037 25.37%
Reciprocal-X -0.4739 22.46%
Exponential <no fit>
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Multiplicative <no fit>
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Anexo 14. Resultados del Analisis de Regresion Simple para la Concentracion de
Selenio en -Leche en Funcion de la Concentracion de Selenio en Plasma
(tratamiento 2).

Simple Regression - SelLeche vs. SePlasma

Regression Analysis - Reciprocal-X model: Y = a + b/X

Dependent variable: SeLeche
Independent variable: SePlasma

Standard T

Parameter Estimate Error Statistic P-Value
Intercept 6.72774 0.71809 9.36894 0.0000
Slope -46.1568 31.1438 -1.48205 0.1429

Analysis of Variance
Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-vValue
Model 7.16381 1 7.16381 2.20 0.1429
Residual 221.782 68 3.2615
Total (Corr.) 228.946 69

Correlation Coefficient = ~-0.176891
R-squared = 3.12905 percent
Standard Error of Est. = 1.80596

Seleche =

Seleche

6.72774 - 46.1568/SePlasma

Plot of Fitted Model
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Plot of Sel.eche
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Comparison of Alternative Models
Model Correlation R-Squared
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Exponential <no fit>
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Anexo 15. Resultados del Analisis de Regresion Simple para la Concentracion de
Selenio en Leche en Funcion de la Concentracion de Selenio en Plasma
(tratamiento 3).

Simple Regression - SeLeche vs. SePlasma

Regression Analysis - Exponential model: Y = expla + k*X)

Dependent variable:
Independent variable:

Intercept
Slope

Model
Residual

Total (Corr.)

SeLeche
SePlasma
Standard T
Error Statistic P-Value
0.0320589 53.3178 0.0000
0.00408575 0.000356267 11.4682 0.0000
Analysis of Variance
Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio
1.04596 1 1.04596 131.52
0.365831 46 0.00795284
1.41179 47
0.860741

Correlation Coefficient

R-squared

Standard Error of Est.

Seleche

Seleche

74.0875 percent

0.0891787

= exp(1.70931 + 0.00408575*SePlasma)
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Plot of Fitted Model
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Plot of SelLeche
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Anexo 16. Concentracion de Selenio en Sangre y/o Plasma de Animales en
Diferentes paises

Pais

Animales /muestra

Concentracion de
Selenio

Referencia

Nueva Zelanda

Vacas Friesian

X =310+ 31 nmol Se/L | Knowles,

Gace, |

/sangre total Rango 97-810 nmol| Wurms, Lee (1999)
‘ SelL |
Republica 278 vacas lecheras, X =78.25 ug/L Pavlata, Pechova, lliek
Checa 29 toros y 19 DE=4667 (2000).
vaquillas/  sangre Rango 1.33 —212.40
total
'Republica Terneras  /sangre |69.21 + 11.22 pg/L 'Pavlata, lllek, Pechova
' Checa total 68.42 + 10.7 pg/L (20001)
Finlandia 30 rebafios de X =191 ugiL Jukola,  Hakkarainen, |
vacas lecheras (n= DE =424 Saloniemi (1996a). !
1 2024) /sangre total | Rango 93-305
Ohio, EUA Vacas Holstein 60-65 ng/L Ivancic, Weiss (2001)
. (n=30) /Plasma |
Ohio, EUA Vacas Holstein (n=0.05 pg/ml Weiss, Todhunter, |
; 61) /Plasma | Hogan (1990). ‘!
Washington, Vacas Holstein | Sangre: 0.146 pg/ml*  Abdelrahaman, Kincaid |
EUA Isangre  total y Plasma: 0.057 pg/ml*  (19959) 1
Plasma Sangre: 0.106 pg/mli**
‘ Plasma: 0.031 pug/m/** ]
‘Washington Vaquillas  Holstein ‘Adecuado: 115.3 ng/ml | Awadeh, Abdelrahman,f
EUA /Suero Excesivo 287.2 ng/ml Kincaid (1996). _
’ Finlandia Vacas,  vaquillas, | 183-244 ng/L Jukola,  Hakkarainen, |
toros y novillas (1996).
/sangre total T |
EUA Vacas Holstein | 92.6 ng/ml Waldron, Ward, |
lactantes  /sangre Overton (2004) 1
total I N |
* Preparto
** Dia cero
Nota: 1 nmolde Se =0.079 ug Se

Si se considera una densidad de 1g/ml entonces pg/L = PPB = ng/g

(ng/ml) (1000 ml/1L) = pg/L = PPB = ng/g
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Anexo 17. Concentracion de Selenio en Leche de Vaca en Diversos Paises

Pais Concentracion de N Descripcion de la | Referencia
selenio muestra
Bélgica 10.0 + 0.5 pg/L - Cruda | Shen et al. (1996) *
Bélgica 10.9+ 0.3 ug/L 30 Total Van Dael et al. (1991) %
10.1 + 0.4 ug/L 30 Descremada
Alemania 24 .3 ug/L 45 Cruda Lombeck et al. (1978) %
Grecia 17 £ 5 mg/kg - - Bratakos et al. (1987) %
Holanda 16.5+ 1.3 pg/L 7 Inviemo Koops et al.,(1989) %
10.3 + 0.5 pg/L 7 Verano
Noruega 17 mg/kg - inviemno - Froslie et al. (1985) %
11 mg/kg | Verano
Espana 6.1 ug/L |3 Embotellada Farré et al. (1981) %
Espana 16.4 + 4.4 pg/L 151 [Cruda Rodriguez et al. (2001) %
L 149429 g/l | Esterlizada | .
EUA 9.6 0.4 ug/L 10 Total Debski et al. (1987) *
. 9.5+0.3 pg/L 10 Descremada
EUA 78 + 27 ug/L 8 Cruda (diciembre) | Olson y Palmer (1984) %
Cruda
| 64 + 10 pg/L '8 | (septiembre)
EUA 0.01 mg/kg 186 |En venta en el|Pennington et al
 Mercado (1987) %
Israel 73 +3 g/l - En venta en el|Laviy Alfassi(1990)*
mercado
Japon 17.4 + 36 pg/L 13 | Cruda Tamari et al. (1990) *
India 19.0 + 0.9 pg/L - 'Madura Giri et al. (1988)*
Burundi 259+54 g/l 19 Cruda Benemariya et  al
123 +£2.1 pg/ll | 2  Procesada | (1993) B
Nueva 7.2 ng/L - - Grant (1981) *
Zelanda - ‘ B
Suecia 1.36 + 0.22 nug/100g | - | Rebarios Toledo et al. (2002)*
1.41 +0.25 pg/100g pequenos
L , ' Rebanos grandes .
Suecia™ 1.80+0.3 ug/100g 63 - Lindmark-Mansson et al. |
L (2003)**

*Citados por Rodriguez et al. (2001), excepto *y **

Nota: si la densidad de la leche se encuentra entre 1.028-1.035 g/ml, entonces:
1L=1028-1035¢g
por lo que 10 pg/L = 0.0097 — 0.0096 pg/g = 0.97-0.96 ug/100g.
1 mg = 1000 ug, y 1 kg = 1000 g,

por lo que mg/kg = ug/g
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