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RESUMEN

Los ovinos son especialmente susceptibles a la deficiencia y toxicidad del
selenio. Los bolos intraruminales de liberacién lenta son una forma de
proporcionar selenio al ganado, con la posibilidad de reducir el riesgo de provocar
selenosis iatrogénica. Es necesario conocer que forma quimica de selenio ofrece
mayores ventajas para proporcionar dosis adecuadas de selenio con menores
riesgos de toxicidad. En el presente estudio se realiz6 la comparacién de selenito
de sodio y selenolevaduras, empleando 18 borregos criollos, los cuales fueron
divididos aleatoriamente en cuatro grupos. El primer grupo no recibi6 tratamiento,
al segundo recibi6 el equivalente a 0.1 mg/Kg PV de selenio (via subcutanea), el
tercer grupo recibi6 4 bolos de selenolevaduras (33.32 mg de selenio) y 0.1 mg/Kg
PV de s elenio (via subcutanea), al cuarto grupo se le suministraron 4 bolos de
selenio inorgéanico (33.32 mg de selenio) y 0.1 mg/Kg PV de selenio (via
subcutanea). Se tomaron muestras semanales de plasma a todos los grupos
durante un periodo de 14 semanas y se les determind la concentracion de selenio
plasmético, la actividad de la enzima glutation peroxidasa y la concentracion de
proteinas totales. Los resultados fueron analizados a través de contrastes
ortogonales y se analiz6 la correlaciéon entre las respuestas medidas. Se observo
que existieron diferencias en la concentracién plasmatica de selenio entre los
grupos tratados y no tratados con bolos de liberacién lenta (P < 0.05). Las medias
mas altas se observaron en el grupo tratado con selenolevaduras (P < 0.05) entre
las semanas 1 a 5. No se observo una correlacion significativa entre las variables
medidas (P > 0.05). Ninguna de las concentraciones obtenidas se acercé a valores
de toxicidad, por lo que los dos tipos de bolos resultaron seguros a las dosis
empleadas.

Palabras clave: toxicidad de selenio, selenolevaduras, bolos intraruminales, glutation peroxidasa




CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS . ........oooiiiiiiiiiii et r e e e e e e e et e baa e s ae e b e e s baerneretaaaee et eeaanaatsnnees Il
RESUMEN........co ittt e stee et ovesebraseses s bt s besesasnareeesa s b baaeeeessansntbeaees s saaranesansnrannanensnes 1]
INDICE DE CUADROS ..........coovivitiieieeeeeiet et eteresseeesssese st st esasse st ssasesessess st aes st s snsssessnssassssaess Vi
INDICE DE FIGURAS........o.oouiveeeieteeeeeeeteeeeeeeeeseestss e sestsessaesassssssssssssnssmnsassssssesanesessssssasesnsnns Vi
1. DELIMITACION DEL PROBLEMA ..............ccoviiieriimeeensesestesssesssssessesesssssasssssesassassssessssassssnes 1
2. INTRODUGCCION ..........ooomieieieieieeee et ere e et n bbbt st ea s a s s s s 3
3. ANTECEDENTES . ........ocoiiiiiiitiiiir ettt s e e e sete e s e st e ee e s s ettt ae e e e s s sasbateeeeassaambraaessmntneeseranes 5
3.1. Generalidades del SeIENTO............c...ouviveiiiiiiiiiiie et e 5

R T PO R 07 1= Toi (- 4 ) (o= T O SO OO OPPUU PR 5
3.1.2. Distribucion geolOgiCa .........cccuveivrriiiriiee it ee e e 5
3.1.3. FUENES dE SEIBNIO.......veeeeiiiiiiieeeec ettt e e e e s s rasar e e e s veen e e e e sme e e ssanee e e e 6
314, ESENCIAAM. ... .eueeeeeiee ettt et e ettt reeseeesaenaataearessirarn e s st nreneraae e e e enerrnnne 7
B2 TOXICIAAA ...t e e red vt e b e e e e e e r e et ta e e ae e et e e e e e eaa s s b r b aeae s e aan 8
3.2, TOXICOCINEBLCA ... uvvveeeiriiriiieriieeieeee e et et eseeeeeeiab bt e e e e e e e eeaeaseaasaanssasensn sanbnbaberereeaeeaeesannnee 8
3.2.2, TOXICIdA @QUAE........ccc.viiiiiiieceee ettt e s ee e er e e s et ee e s st s sir e s bs e e sanne 14
3.2.3. TOXICIAAA CIOMICA ...ueuvvivireiiviiieieeee e e e et b et e e e seaeaeesasasas s s mnnaan s s bearbeneeeeeeeneeranannrs 15
3.2.4. Concentraciones maximas tolerables ...........c..eeeeveiveirreieiiiie i e s 15
KB B - To [ 1o 11 (o7 o OO P SRR 16
3.2. Generalidades de la enzima glutation peroxidasa (GSHPX) ..............c..cccovieiicvinni 17
7 TR 07 1= 17 oz Tox o o TSROSO UURSRON 17

G 328 R 134T o o] o €= g o - W PO PPPUPPRR 17
3.2.2. EStructura y fUNCION.........coiiceiriiecs et e e s e 18

4. MARCO DE REFERENUCGIA..........coooiiiiietiii i cttiir i sttt eeeetaera et e eesaassee s e sssnsbeaeasansesaaeesannaaeaans 20
B JUSTIFICACION ...ttt ee et et enee et es e s aes et ee e s emae s tan e enesns e 24
6. META DEL PROYECTO ... ..ottt ittt e e e st ae vt b r e setaeasaeaaaeesaeaaneesaasae e neneetreaaaanas 25
T OBUETIVOS ... ettt e et e e s e e s ettt eee bbb e eaeaeananaseeae e earanaaees 25
7.1. ObJetivo GENEIAL: .........ooiiiii e e e 25
7.2. Objetivos PartiCUIArES: ............ccc..ooiiieiiiie e cee et ee e e et ee et ee s e e neeeenne 25
B HIPOTESIS.......coooe.ieieeeeeeeee oottt er sttt sttt n s esen e e s s 26
9. MATERIALES Y METODOS .......cocoomomeeeeoeeeee oo erisi sttt es st eeee e e s aes s s s aneneenenas 27
9.1, Plan exXperimental...........cccuovviiiiiiiiiie e et aa e 27
9.2, Caracteristicas de las unidades experimentales..............cccocenrieeiiniinin e 31

L I R v 12140111 o (o T P O PO U 31

9.3. INStalaclones Y @QUIPO .........ccooiiuiiiiiiiec e 32
9.3.1. Glutation PErOXiAASsa: ..........ccceeiiviii ettt ettt 33
9.3.2. Protelnas PlasmatiCas: ........coeouriiiiee oottt er et a e e e e e e e r e e e 33
LS I 1= =Ty o L OO PUURUUOUP 34
9.4. Condiciones fijas en la experimentacion ...............c..cooeeeiiiiiiieciee e 34
0.4.1. RAZA Y DICLA ...oeeiiiieee ettt e sttt et 34
9.4.2. Sistemna de exXplotaCion .............c.coiiiiiiee e 34
0.4.3. Caracteristicas de 10S DOIOS........ccvuiiiireio it et 35
0.4.4. CondiCIiONES A& MUESIIEO.........cicviiiiiteiecciee ettt e et e et e e et e e e e e e aee e e et e e e arensnaes 35
9.4.5, Condiciones de CUANTICACION .........cecrereiieeee et ettt st e e e eben s snbaeesaneeenees 35

9.5. Factores controlados (Variables independientes controladas)..............cc.ccooeeevvvevenn.n. 36
9.6. Factores no controlados (Variables independientes no controladas) ........................... 36
9.7. Respuestas evaluadas (Variables dependientes) .............ccc.ccoeveeiviiiiee e, 36
9.8. ANAIISIS @StAISHICO .......oeivii et eee e e 37
9.8. 1. Nimero de muestras y analisis realizados. .............ccceeveenieviiiii e 37
TO.RESULTADOS ...ttt e e e e et s et ot e a et e e e s e e e see e e et e e eer e s eaeanane 40
T0. 1. SEIBNIO ..t et b e e e e st a e aans 40
10.1.1. Comparacion de MEMIBS..........coovirieriereeee ettt ee e e e e e a e e e aeeessteees e 40
10.2. GlUtatiOn PEIOXIAASA .......ccvveiiiiie e ettt et e e e e st e e cas et e ae e 44




10.2.1. Comparacion d& MEAIAS...........ccuiiiieiiieiiie et et ee sttt eee et et e eetr e e e etre e e s esesreeaens 44

10.3. Proteinas PlasSmMABtICAS. . .cccoveriieeieieceeei ettt eteer ettt e et beeeea s s e saserseea 47
10.3.1. Comparacion de MediaS...........vvvveeevriiieieiirieirieen e rcveraee e e e 47
10,4, POSO .. eeiie ettt et bt e et e a et £ et e b et et bt e b e abe e abaenareenns 51
10.5. SIGNOS ClINICOS. ... vteiiiiiiee ettt et ee e eee et ee e e eeats e e e e esesee s sstbea e s sartaeernaeasnsbeeesasseeas 52
10.6. Correlacion de variables de reSPpUESIA ...........c..cccviieirieeeiiieeeeeiee oo rese e e sie e svae s sraaens 52
10.6.1. Correlacion entre Se y GSHPX .........cocvviveieveieciccncieeen. PEUT VRPN 52
10.6.2. Correlacion entre Se y proteinas plasmaticas ...........ccecveeverioiiieeieerrvinineieercceeennees 55

11 DISCUSION .....coocviiiriecect ettt es e see ettt 60
11.1. Concentracién de selenio plasmatiCo ...............cceevviriiiiecieieniin e 60
11.1.1. Efecto de la dosis suministrada a las unidades experimentales ...........c.cccceevveeiiinenns 60
11.1.2. Tendencias de las concentraciones de Selenio ..........ccovveveerciierieciine e 62
11.2. Actividad de 1a enzima GSHPX.............cooooiiiiiii e 63
11.2.1. Efecto de tratamientos sobre la actividad de la enzima.........ccccoovveciciiiiiii i 63
11.2.2. Tendencias de la actividad de [a enzima...........cccocvveriiieee e e 64
11.3. Concentracién de proteinas plasmaticas................ccoeeeriiiiniicn e 66
11.3.1. Efecto de tratamientos sobre las concentraciones de proteinas plasmaticas............... 66
11.3.1. Tendencias de las concentraciones de proteinas plasmaticas .........c.cccceeveviviieeernnnn, 66
11,4, SIGNOS CHINICOS ..ooeiiiiiiiiieie e e et e b e e vaaae e e s e nnnre s 67
TAL5. P@SO ..ttt e e et e e e a et e reeeereee et st na e e e e sbeeen et 67
11.6. Relaciones entre respuestas medidas................ccoeevvverriiiiiiee e 68
11.6.1. Selenio — Glutation PEroXidasa...............ccvuveeeirerireeiniire e srie et serereeesraesareeenvesens 68
11.6.2. Selenio — Proteinas plasmatiCas...........vcccveeiiirirrierniiene e e se e rern e sneeenns 70

2. CONCLUSIONES ........ocoiiitiieeiiie et et etv e e st s e s e e serare e s sabrea e s baesaeseneer sebaaesstaesarsnnsane 71
LITERATURA CITADA . ...ttt eetes ettt bt seae st s s ae s st st g e p e s e b e e eree e st e e bessmbasnseenses 73
ANEXOS ...ttt ee e e esbe e st e b e tb e e e e bt et e e s e ab et e pre e e bt e atearbaearaesaeeens 79
Anexo |: Detalles de las unidades experimentales ...........occ.vvivvviinnvcrneensccenenne e 79
Anexo II: Descripcion de métodos de cuantificacion ..............ccecoverevericineciicirenniee e 80
Anexo lll: Medias de las respuestas medidas...........cccooceevieinieriire e 87
Anexo [V: Resultados analizados .................ccociiiiiiiviieeiiic et 90
Anexo V: Efecto del SEX0 ¥ PESO......c.coiviiiiiiiiiiee ettt e eete et e et nvae s e e rrae s san e e 93
Anexo VI: Matriz de correlaciones...............c.coooviiiiiiiiiie sttt ae e 97




iNDICE DE CUADROS

Cuadro 2. Selenoproteinas €n MamifEros ..........uveeeiiiriiiiiiiirerreerree e 19
Cuadro 3. Selenio total (mg) que recibieron las unidades experimentales............c..ccccovievinnians 32,
Cuadro 4. Nimero de muestras analizadas por grupo y SEXO0........ccuvreeeniririninreeinnesisnneesonnens 37

Cuadro 5. Numero final de muestras por sexo y grupo considerado para anélisis estadistico..37
Cuadro 6. Prueba de efectos sobre la variable dependiente: Se plasmatico ...............ccccoovn. 40
Cuadro 7. Contrastes entre medias de los tratamientos — Se plasmatico............ccccceeeinninnnn. 40
Cuadro 8. Diferencias minimas significativas entre las medias de selenio plasmatico en el tiempo

....................................................................................................................................... 43
Cuadro 9. Prueba de efectos sobre la variable dependiente: GSHPX ..........c.cccccoviiiininnnnnn, 44
Cuadro 10. Contrastes entre medias de los tratamientos — GSHPX ............cooco i, 44
Cuadro 11. Diferencias minimas significativas entre las medias de GSHPx en el tiempo.......... 46
Cuadro 12. Prueba de efectos sobre la variable dependiente: Proteinas plasmaticas.............. 47
Cuadro 13. Contrastes entre medias de los tratamientos — Proteinas plasmaticas................... 47

Cuadro 14, Diferencias minimas significativas entre las medias de Proteinas plasmaticas en el

iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Rutas metabdlicas del SEIENI0. ............cooverivieiiiice e e ae e e e e e 12
Figura 2. Estructura de la enzima glutation peroxidasa (GSHPX)........ooeeieevviceiciiiinciieneees 18
Figura 3. Perfil de concentracion de selenio plasmatico en ovinos...........cccccvvvimieniieeiicciecnnn, 41
Figura 4. Perfil de la actividad de la enzima glutatién peroxidasa en plasma de ovinos............ 45
Figura 5.Perfil de concentraciéon de proteinas plasmaticas en ovinos ............ccccccceervcieriecineens 48
Figura 6. Perfil de peso de unidades experimentales durante el estudio..............ccccoecirerennnns 51
Figura 7. Correlacion entre selenio y glutation peroxidasa del Grupo Control A .............cc..c.... 54
Figura 8. Correlacién entre selenio y glutation peroxidasa del Grupo Control B ............cc.....c... 54
Figura 9. Correlacién entre selenio y glutation peroxidasa del Grupo selenio organico ............ 55
Figura 10. Correlacion entre selenio y glutation peroxidasa del Grupo selenio inorganico........ 55
Figura 11. Correlacion entre selenio y proteinas plasmaticas del Grupo Control A................... 58
Figura 12. Correlacién entre selenio y proteinas plasmaticas del Grupo Control B.........ccc.... 58
Figura 13. Correlacion entre selenio y proteinas plasmaticas del Grupo selenio organico........ 59

Figura 14. Correlacién entre selenio y proteinas plasmaticas del Grupo selenio inorganico .....59

Vi



1. DELIMITACION DEL PROBLEMA

La delimitacién del problema fue realizada considerando el marco de
referencia del proyecto de investigacion, y después de realizar su respectiva
revision bibliografica.

A través del siguiente cuadro se puede comprender mejor la reducciéon de

las areas de estudio para la delimitacion del problema:

1. Importancia de la deficiencia de minerales en la nutricién animal.

2. Importancia de la suplementacion de selenio en la dieta.

3. Suplementacién de Se en rumiantes.

4. Formas farmacéuticas de suplementacién de selenio en
ovinos.

5. Presentacion farmacolégica que ofrezca mayor
margen de seguridad para la suplementacion de
selenio en ovinos.

6. Riesgo de toxicidad iatrogénica.

7. Comparacion toxicologica de
presentaciones quimicas de
suplementacion de selenio.




El presente proyecto forma parte de un proyecto mas general: ef desarrollo
farmacéutico de productos innovadores para la produccion y salud veterinaria. Sin
embargo, dentro del mismo existen ligas directas con el area de investigacion
toxicologica, por lo que “el encuadre” del proyecto bien puede ser la interseccion

entre el desarrollo farmacéutico de nuevos productos y la toxicologia.

Por ello, se manejan aspectos que comprenden ambos campos de la
investigacion. Sin embargo, el principal objetivo del proyecto gira en torno a
colaborar en las pruebas de seguridad de una nueva forma farmacéutica de

suplementacién de selenio para la produccion y salud animal




2. INTRODUCCION

Los elementos son necesarios para transformar ia proteina y la energia de
los alimentos en componentes del organismo o en otros productos como, leche
carne, crias, etc. Ademas, los minerales juegan un papel importante en los

procesos que intervienen con los mecanismos de defensa de los organismos.

La cantidad de minerales en los rumiantes depende de {a cantidad de éstos
en los forrajes y éstos, a su vez, dependen de las concentraciones y otros factores
de biodisponibilidad que se encuentran en el suelo. Asi mismo, el estado
fisiologico y de salud de los animales pueden contribuir a la presencia de
deficiencias de minerales. El mejoramiento genético para optimizar la produccion
de las diferentes especies animales incrementa los requerimientos de minerales.
Por estas razones, y en vista de que en nuestro pais existen regiones carentes de
ciertos minerales, es necesario suplementarlos en las dietas proporcionadas a los
animales, o buscar métodos y/o técnicas para el correcto aporte de elementos

minerales.

El selenio es un micromineral que frecuentemente se requiere suplementar
en nuestro pais; especialmente se requiere en especies rumiantes, avicolas y
porcinas. Los borregos son especialmente susceptibles a la carencia de selenio,

los jovenes son aun mas susceptibles, de ahi la necesidad de suplementar.

Existen diferentes presentaciones quimicas de selenio para suplementar al
ganado, se pueden dividir en forma general en fuentes inorganicas y fuentes
organicas. La suplementacion de selenio puede realizarse a través del uso de
fertilizantes con selenio en los suelos, suministrando selenio en la dieta de los
animales, a través de formas farmacéuticas inyectables y como en el caso del

presente trabajo, a través del uso de bolos de liberacion lenta.

El uso de bolos de liberacion lenta cobra una especial relevancia en el caso
de rumiantes. Debido a las caracteristicas anatémicas del tracto digestivo de los

rumiantes, existe la posibilidad de mantener un dispositivo que libere lentamente




algun tipo de producto que proporcione beneficios para el ganado. Con el uso de
este tipo de dispositivos se puede tener la ventaja de depositar directamente, al

interior del animal, microminerales esenciales como lo es el selenio.

En todos los casos existe un riesgo latente al suplementar selenio, ya que
como muchos microminerales, se tiene un minimo margen de seguridad entre una
dosis terapéutica y una dosis téxica. Es importante contar con productos de
suplementacién de selenio que proporcionen un alto grado de seguridad,
proporcionando dosis adecuadas de selenio, evitando su deficiencia, pero sin

descuidar el riesgo de generar toxicidad.




3. ANTECEDENTES

3.1. Generalidades del selenio
3.1.1. Caracteristicas

El selenio (Se) fue descubierto por el quimico sueco Jons Jacob Berzelius
en 1817. El selenio es un metaloide incluido en el grupo VI de la tabla periddica
de los elementos, tiene propiedades metélicas y no metélicas. €l selenio es muy
similar al azufre en sus propiedades quimicas. Sus formas alotrépicas incluyen
polvos rojos, cristales rojos, tierras cafés, y formas plateadas después de ser
calentadas entre 200-220 °C. El sslenio elemental puede ser oxidado a estados de
oxidacion de +4 6 +6. En el estado +4 el selenlo existe como didxido (SeO,), acido
de selenio (H2Se03), o sales de selenito (Se0z2). En el estado +6, el selenio
existe como 4cido selénico (H,SOs) o selenato (SeOs?). En sus formas mas
reducidas (-2) el selenio existe como selenuro (H;Se), siendo un acido fuerte
incoloro. En la naturaleza se presenta tanto en forma inorganica como organica
(Health consultation, 2001; Humphreys , 1988; NRC, 1980).

3.1.2. Distribucion geolégica

El selenio se encuentra distribuido en pequefias cantidades en los suelos,
practicamente no se puede encontrar en estado nativo, por lo general se
encuentra constituyendo parte mayoritaria de 40 minerales y como parte
minoritaria de otros 37. El selenio se encuentra en mayor cantidad en suelos de
rocas Igneas y sedimentarias, las concentraciones mas frecuentes son de 0.1 a 2
ppm; aunque estas concentraciones pueden variar grandemente dependiendo de
la regién. Existen suelos que por su naturaleza son seliniferos, y generalmente
son de tipo alcalinoy contienen gran cantidad de carbonato de calcio en forma
libre. Estos suelos se presentan en regiones de baja precipitacién, normalmente
menor a 8 cm de precipitacion anual (NRC, 1980).




3.1.3. Fuentes de selenio
3.1.3.1. Fuentes naturales

Los suelos ricos en selenio contienen selenio elemental, compuestos de
selenitos y compuestos organicos. Existen piritas seleniferas y compuestos de

selenio férrico.

Existen grandes cantidades de pastos y hierbas que son conocidas por
acumular selenio. Las plantas de mayor acumulacién son Astragsius, Oonopsis,
Stanleya, Xylorrhiza y Machaeranthera, conteniendo entre 100-100,000 mg Se/Kg
de tejido de planta. Otras cue presentan una alta acumulacién son Astor,
Gatierreaia, Atriplex, Grindelia, Castillaja y Comandra conteniendo entre 25-100
mg Se/Kg de tejido d e planta. L as plantas que se consideran no acumuladoras
contienen menos de 25 mg Se/Kg de tegjido de planta (Humphreys , 1988; NRC,
1980).

3.1.3.2. Agricultura y ganaderia

El selenio estd presente en diferentes alimentos como la aifalfa, cebada,
mafiz, trigo, soya, y otras semillas, subproductos de origen animal como harinas de
carne, pescado, subproductos de avicultura. La concentracién depende de la zona
geografica en cuestién (EVM, 2003).

En la ganaderla se cuentz con suplementos y a base de selenatos,
selenitos y selenio organico; todos éstos a su vez en distintas presentaciones. Las
concentraciones a suplementar se han estimado entre 0.1 a 0.3 ppm por Kg de
alimento en base seca. Asl mismo el selenio es empleado en la produccidén de
insecticidas y molusquicidas.

3.1.3.3. Industria y mineria

El selenio es empleado en la elaboracion de rectificadores, fotocopiadoras,
celdas fotoeléctricas, vidrio, ceramica, pigmentos.




3.1.4. Esencialidad

Desde 1937, a través de las investigaciones hechas por Moxon, se han
podido identificar y asociar las manifestaciones agudas y crénicas de la
intoxicacion por selenio, y de igual manera se comenzé a tomar medidas para su
prevenciébn. Fue hasta 1957 cuando se descubrib que el selenio era
fisiolégicamente esencial (Underwood, 1999). En 1973 se descubrid que el selenio
era un constituyente esencial de la enzima glutatién peroxidasa (GSHPx}) (Kohrle,
1999). En los ochentas, se descubri$ una gran cantidad de selenoprotelnas, que
indican que el selenio no desempeiia un papel restringido a una funcion
antioxidante (Tinggi, 2003). Las selenoprotefnas que hasta la fecha se han podido
identificar y clasificar son las glutatiéon peroxidasas, las deiodinasas, y otras, como
las selenoproteinas P y W (ver Cuadro 1). '

En la actualidad, el selenio es mas conocido en los animales por sus
carencias que por su toxicidad. En nuestro pafs, la deficiencia de selenio se ha
reportado en forrajes y ganado rumiante de Veracruz, Hidalgo, Texcoco, Toluca y
Tlaxcala (Ramlrez-Bribiesca ef al., 2001b; Wermner, 1988). Se ha reportado que en
el suroeste del estado de Tlaxcala se observo que la principal causa de muerte en
corderos estaba asociada a distrofia muscular o enfermedad del musculo blanco;
padecimiento asoclado a la deficlencia de selenio (Ramlrez-Bribiesca ef al.,
2001a). Recientemente se ha demostrado la necesidad de suplementacién de
selenio en el altiplano m exicano; Puebla y Tlaxcala (Bribiesca ef a/,, 2004). Sin
embargo su papel como elemento téxico puede ser de gran importancia en
regiones de altas concentraciones de este elemento en los suelos como es el caso
de algunas regiones de nuestro pals; especialmente Zacatecas (Gartenberg ef al.,
1990). También, cuando se realiza una suplementacién inadecuada para la
prevencion de enfermedades, donde se puede llegar a producir toxicidad en el
ganado; situacién considerada en el presente estudio.

Se sabe que el selenio previene la presentacién de la enfermedad del
musculo blanco en rumiantes jévenes, asl como la miopatia en el caballo, diatesis
exudativa en aves, hepatosis dietética en cerdos y necrosis hepética en ratas




(Buck et al., 1881; Humphreys, 1988; NRC, 1980, Swanson, 1988). Tainbién se ha
estudiado el papel del selenio en la parte integral de la enzima glutation
peroxidasa, y su importancia en contra del dafo peroxidativo en los tejidos
(Anzola, 2001; NRC, 1980). Se sabe que el selenio protege de la intoxicacion por
algunos metales pesados, tales como cadmio, mercurio y plata (Andersen, 1994,
Selenio y ganado, 2001). Recientemente se han realizado estudios donde se
investiga la posibilidad de prevenir el dafio hepatico producido por la toxicosis por
cobre, empleando para ello la supiementacién con selenio. Sin embargo los
resultados no demostraron algun efecto para su prevencion (Aburto et al., 2001a;
Aburto et af., 2001b).

En nuestros dfas ia suplementacién se realiza con productos basados en
selenitos o selenatos para prevenir su deficiencia, y asi mismo se han empleado
presentaciones orgénicas de selenio, las cuales incrementan la biodisponibilidad
del elemento en los organismos en comparacién a las presentaciones inorganicas
(Ullrey, 1992; Ullrey et al., 1977; Underwood, 1999). En el caso especlfico de los
rumiantes, se han realizado estudios comparativos entre diferentes métodos de
suplementacion, observandose mayor disponibllidad de selenio empleando
selenato de bario por via inyectada, y a su vez, mayor disponibilidad de selenio
cuando éste es suministrado en forma organica por via oral (McDowell, 2002).

3.2. Toxicidad
3.2.1. Toxicocinética

Todos los animales son susceptibles a la toxicosis por selenio, esto
depende del grado de exposicion al gue se sea sujeto. La toxicidad en las distintas
especies animales varfa seguin la dieta gue consumen, frecuencia d e ingestion,
caracterfsticas quimicas del compuesto, presencia de substancias que son
sinérgicas o antagénicas al selenic (arsénico, azufre, metales pesados),
susceptibllidad inherente del animal, y capacidad de eliminacién tras la absorcién.
Se ha demostrado que una dietarica en azufre puede decrecer la toxicidad de

selenatos, pero no de selenitos o selenio organico. Asi mismo se ha demostrado
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que la metionina podria proteger en contra de la toxicidad por selenio, pero
solamente cuando es adicionada vitamina E en la dieta del animal. Se ha
observado que durante la ingestion de dietas altas en arsénico se incrementa la
secrecién biliar de selenio dentro del intestino. La toxicosis por selenio también se
ha visto disminuida cuando hay interaccion con mercurio, cadmio, cobre y plata
(Andersen, 1994; Buck et al., 1981; Palmer, 2001; Willson, 1987).

3.2.1.1. Absorcion

El selenio puede ser absorbido por diferentes vias; por via oral, via
respiratoria y via dérmica. La forma de exposicién mas comun, que ocurre en el
ganado en condiciones nomales, es por via oral. Los humanos y los animales son
capaces de absorber tanto selenio organico como inorganico de los alimentos o
del agua (Health consultation, 2001). La absorcién del selenio ocurre a nivel de
tracto gastrointestinal y tanto ésta, como su distribucion, retencion y eliminacion
varfan con la presentacién quimica ingerida (Behne et al., 1990). Estos factores se
ven también Influenciados por otros elementos, como son |os casos de arsénico y
azufre, cuya presencia en fa dieta del animal disminuye la tasa de absorcién y
retencién del selenio en el organismo. Existen varios estudios realizados en
animales experimentales y en humanos que mencionan que la selenometionina se
absorbe de manera mas eficiente que el selenito de sodio (Draft Toxicological
Profile for Selenium, 2001). A nivel de intestino delgado, la selenometionina es
absorbida en contra de un gradiente de concentracion, no ocurriendo [0 mismo
para el caso de selenito y selenocistelna. Aun cuando se menciona que la
selenocisteina no es absorbida mediante ef mismo proceso que la
selenometionina, las concentraciones totales de selenio por también suelen ser
mas altas que en el caso del selenito de sodio. Vendeland et al. (1992) observaron
gue la selenometionina y la selenocisteina eran absorbidas 10 veces mas rapido
que el selenito de sodio. En este sentido se puede entender gque el selenio
organico es absorbido en mayor proporcion y mas rapidamente que el selenio
inorganico.




En el caso de animales rumiantes debemos considerar que la absorcion de
selenio es significantemente menor que en el caso d e animales monogastricos.
Existen reportes que sefialan menos de la mitad d e capacidad de retencién de
selenio suministrado por via oral, en comparacién con animales monogastricos.
Asl mismo, se ha observado que el duodeno es el principal sitio de absorcién,
segutdo del ciego, sin absorcién a nivel de rumen o abomaso (NRC, 1980).

Se ha senalado que los microorganismos ruminales son los probables
responsables de la baja absorcion de selenio en rumiantes. Los microorganismos
ruminales tienen la capacidad de reducir el selenio de la dieta en formas insolubles
y no biodisponibles para el animal. De esta manera, la mayorla del selenio que se
aporta en la dieta podria ser eliminado via heces. Sin embargo, los
microorganismos ruminales también tienen 1a capacidad d e realizar | 0 contrario;
incorporar selenio a las protelnas bacterianas, aumentando asl su
biodisponibilidad. Los procesos antes mencionados no estan claramente
explicados, pero se menciona que se puede aumentar o disminuir la
blodisponibilidad de selenio en rumiantes, modificando el porcentaje de protelna y
carbohidratos en la dieta (NRC, 1980).

Ademas de la acciéon de la microflora ruminal, existen otros factores que
también deben ser considerados cuando se considera la biodisponibilidad de
microelementos como el selenio. Entre estos factores estan las necesldades
propias del animal y la interaccién con otros micronutrientes, como el cobre. Se ha
observado que con dietas altas en este mineral aumenta la retencion hepética de
selenio. De igual manera depben ser consideradas las necesidades de yodo y
selenio para un buen funcionamiento de la giandula tiroides. La demanda de uno u
otro de estos dos microminerales puede afectar al ofro, dependiendo de la
actividad de deliodinasas y glutatién peroxidasas (Lee ef al., 2002).

3.2.1.2. Distribucién

La mayorfa de los estudios realizados en animales de laboratorio reportan
patrones de distribucién similares para los compuestos organicos e inorganicos de
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selenio. Las diferencias de distribucién que son notables se dan en [as
proporciones que se acumulan en los tejidos (Draft Toxicological Profite for
Selenium, 2001). Ademas de la forma quimica de suministracién, las diferencias
en la distribucién del selenio pueden depender de la via de entrada, la dosis
suministrada, el tiempo de exposicién, asl como los niveles previos de seienio en
el organismo. Estudios realizados han demostrado que las concentraciones de
selenio en higado y musculo de ratas que recibieron selenomettonina por via oral
por un periodo 3 a 6 semanas fueron mucho mayores a las concentraciones
encontradas cuando se suministré selenifo de sodio por el mismo tiempo
(Vadenland ef al., 1992).

Cuando se comparan los resultados reportados en no rumiantes con
aquellos reportados en rumiantes, es posible observar diferencias en el patrén de
distribucion del selento. Mientras que en borregos se ha visio que del 75 al 85 %
de selenio en erifrocitos esta asociado con la enzima glutation peroxidasa (GSH-
Px). en ratas practicamente todo el selenio esta asociado a esta enzima, y en
humanos sélo un 10% esta asociado a esta misma (NRC, 1980).

3.2.1.3. Metabolismo

Como se mencioné anteriormente, los microorganismos ruminales tienen la
capacldad de convertir fuentes inorgénicas de selenio a organicas, y de organicas
a no organicas; e incluso, llevar al selenio hasta fuentes Insolubles, practicamente
no biodisponibles para el animal. En los tejidos de los animales domésticos y en el
hombre no se ha demostrado una conversién de formas inorganicas a organicas,
ni de organicas a inorgénicas (NRC, 1980). T anto el selenio organico como el
selenlo i norganico p ueden s er incorporados en el organismo formando p arte de
selenoprotelnas. Sunde (1990) realizé una clasificacién definiendo a cuatro tipos
de selenoproteinas: protelnas especificas de selenio, proteinas que incorporan
selenocistelna en codones de cisteina, protelnas que incorporan selenometionina
en las posiciones de metionina, y las proteinas que se ligan inespeclficamente a

selenuro (Fig. 1). Las proteinas especlficas de selenio incluyen a las enzimas
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glutatiébn peroxidasa, tioxin reductasa y hediondasas, las cuales constituyen
fisiolégicamente la clase mas importante de selenoproteinas (Draft Toxicological
Profile for Selenium, 2001).

De acuerdo con Sunde (1990) el selenio puede ser incorporado a las
selenoproteinas a partir de fuentes inorgénicas y organicas. Cuando se trata de la
incorporacion de selenato, éste primero es reducido a selenito, el cual es reducido
a su vez a selenuro via glutation. La selenometionina puede tomar dos caminos; el
primero es el ser incorporada a proteinas de selenometionina, y el segundo el de
ser ftransformada a selenocisteina mediante fransulfuracién. La selenocisteina
puede ser incorporada a proteinas de selenocisteina, o también puede ser llevada
a selenuro con la participacién de la enzima selenocistelna B-liasa. Ef selenuro es
el punto de encuentro en el metabolismo y formaciéon de los cuatro grupos de
selenoproteinas (Fig. 1). Cabe mencionar que la serina puede ser ofra fuente para
la formacion de selenuro.

Proteinas de selenoclste$na Selemato
Proteinas de selenometionina lT \
> selenocisicina Selenito
l T Tr;qusuﬂﬁéc—tén /
Selen nfet’l't;nina N ¢
Selenogisieina
Beta{liasa
Exhalado Serina (Ser)
v
(CH.‘fBSe S (CH3)Se ¥ CH3seH Se’ (Sc JCist-tRNA (Ser, UGA)
A
Exceretado en orina '\\‘ 1

Proteinas ligadas a selenio 4——  Selenuro < [P] Ser-LRNA (Ser, UGA)

[Se JCis-tRNA (Scr, UGA)

Selenoprotefnag especifigas de selenjo

Figura 1, Rutas metabélicas del selenio.
Adaptado de Sunde, 1990.
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3.2.1.4. Eliminacién y excrecion

La eliminacién d el selenio se presenta a través de la orina, heces y aire
expirado. La orina es la principal ruta de excrecion tanto en especies rumiantes
como en monagastricos. La mayor parte del selenio en heces es aquel que no ha
sido absorbido, mas una pequefia cantidad excretada en secreciones biliares,
pancre4ticas e intestinales (NRC, 1983; Paimer, 2001). Se ha demostrado que en
el caso de humanos el sudor pueds ser una fuente menor de eliminacién (EVM,
1999). La tasa de eliminacién del selenio depende de las concentraciones previas
a la exposicidn, la via de administracién, el grado de exposicién, el tiempo de
exposicién y la actividad fisica (NRC, 1983). El selenio que es transformado a
selenuro es eliminado a través de un proceso de metilacion. A través de este
proceso se forma dimetilselenuro ((CHs).Se), el cual es exhalado, el
trimetilselenuro ((CH3)3Se) es excretado en orina (Draft Toxicological Profile for
Selenium, 2001; Gyurasics, et al., 1998). Casl todo el selenio excretado en heces
de rumiantes se encuentra en forma insoluble. Aqul es importante sefialar que se
debe considerar la cantidad de selenio que no es absorbido por via oral cuando se
mide la concenfracion eliminada en heces; que como fue mencionado
anteriormente, los rumiantes presentan una menor absorcion por el efecto de los
microorganismos ruminales.

3.2.1.5. Mecanismo de toxicidad

Los mecanismos bioquimicos de una selenosis siguen siendo obscuros. Es
probable que el selenio ejerza su efecto tdxico mediante la inhibiciébn enzimatica
de los sistemas de oxireduccién del organismo. Cuando el selenio se administra
en forma de selenato, enfra en el organismo y se reduce a selenito; asi es llevado
por el torrente sanguineo al higado y al bazo en donde es reducido a selenio
elemental por la glucosa. El selenio elemental no es téxico. Cuando el organismo
no puede reducir el selenito por deficiencia de glucosa o exceso de él, se produce
el ataque a las células destruyéndolas. El selenito inhibe aparentemente algunos

sistemas enziméticos tales como la succinato deshidrogenasa. Parece existir
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también una reduccién importante de metionina en el higado, debido
supuestamente a la oxidacién de los grupos sulfhidrilo. Recientemente se ha
sugerido que la toxicidad del selenio podria deberse a la interaccién del selenito
con la glutatién p ara formar selenotrisulfitos activos para producir superoxidos y
peréxidos de hidrégeno (Spallohlz, 1994). El selenio esta ligado a las proteinas,
principalmente globulinas, se encuentra distribuido por todo el cuerpo, pero en
algunos 6rganos en los que se deposita con mayor proporcién son: hfgado,
rifones, bazo y corazén (Anzola, 2001). Las concentraciones de selenio en los

tejidos tienden a reflejar las concentraciones de selenio en la dieta (NRC, 1983).

La intoxicacién por selenio puede o no presentar signos caracterlsticos
debido a que existen distintas presentaciones dependiendo de la dosis consumida
y del tiempo de exposicion.

3.2.2. Toxicidad aguda

La toxicidad aguda es causada cuando se ingiere suficiente cantidad de
selenio para causar signos severos y repentinos de intoxicacién. Normalmente la
muerte se presenta en pocas horas, se puede observar una muerte repenting,
puede haber signos como disnea, ataxia, posturas anormales, postraciéon y
diarrea. La muerte se presenta por falla respiratoria. La intoxicaciéon aguda
también se puede presentar accidentaimente o experimentalmente,
proporcionando grandes cantidades de selenio. La dosis minima letal se ha
sefialado de 1.5 a 3.0 ng/kg de peso corporal, cuando las sales fueron
proporcionadas en forma oral, subcutanea intraperitoneal, o intravenosa (Buck et
al.,, 1981; NRC, 1983; Selenio y ganado, 2001). Las lesiones observadas en la
toxicldad aguda incluyen hemorragias petequiales en el endocardio, congestion
aguda y hemorragias difusas en los pulmones. En los rumiantes, el omaso puede
encontrarse congestionado y hemorragico, y hay descamacién de la mucosa del
epitelio. Puede haber enteritis, hemorragia intestinal, y ocasionalmente colitis y
proctitis. El hlgado puede estar congestionado, hemorrégico, exhibiendo

degeneracién parenqulmatosa, con necrosis focal. Los riffiones presentan
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degeneracién parenquimatosa, hemorragias y nefritis (Humphreys , 1988; NRC,
1983; Willson, 1987).

3.2.3. Toxicidad crénica

Hay dos tipos de envenenamiento crénico que dependen de la forma
quimica de selenlo ingerido. El “vértigo clego” ocurre cuando los animales ingieren
durante varlas semanas o meses compuestos de selenio solubles en agua que se
encuentran de forma natural en plantas acumuladoras. Entre las plantas
acumuladoras se encuentran muchas especies de Asfragalus y algunas especies
de Machaeranthera, Haplopappus, y Stanleya. En las primeras etapas de la
enfermedad, los animales caminan errantes, frecuentemente en clrculos, no
prestan atencién a los objetos que hay en su camino y troplezan con ellos o pasan
por encima de los mismos. La temperatura corporal y la respiracion pueden estar
dentro de parametros normales, pero finalmente los animales pueden llegar a
morir (Buck ef al., 1981; NRC, 1983; Humphreys , 1988; Selenio y ganado, 2001).

Ofra forma de intoxicacién por selenio es la llamada enfermedad alcalina, |a
cual es mas cronica que el vértigo ciego, y frecuentemente toma afios para
manifestarse por sf misma. Su causa se debe al consumo de plantas o granos que
contienen selenio insoluble, unido a protelnas. Esta es una consecuencia de
consumir alimentos que van de 5 a 40 mg/Kg de selenio en periodos de semanas
a meses. Los signos mas importantes en el ganado incluyen cojera, malformacién
de pezufnas, pérdida de pelo y emaciacién. Los borregos no exhiben usualmente
lesiones en pezufia y lana, pero la reproduccién estd adversamente afectada
(Buck et al., 1981; NRC, 1983; Humphreys , 1988; Selenio y ganado, 2001).

3.2.4. Concentraciones maximas tolerables

Los requerimientos de selenio en la dieta van de 0.1 a 0.3 ppm en materia
seca. Se han llegado a observar signos de toxicidad cuando se proporcionan 4

ppm de selenio. En forma general se considera que 2 ppm en materia seca es la
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concentracion maxima de tolerancia en todas las especies (Food and Drug
Administration, 1989; NRC, 1980).

3.2.5. Diagnéstico

Para poder establecer el diagnéstico de intoxicacion por selenio se deben
considerar factores como la posibilidad de exposicidbn a cualquier fuente de
selenio. Para lo anterior, es importante considerar el lugar de procedencia de los
animales o de los alimentos, suplementos y medicamentos empleados en los
mismos. Es importante considerar las diferentes formas de presentacién de la
intoxicacién por selenio, ya que dependiendo de éstas, los signos pueden 0 no ser
manifiestas, o incluso, presentarse en diferentes periodos de tiempo. En dado
caso, los signos clinicos serfan considerados como significativos de la intoxicacion
por selenio. Asl mismo las lesiones postmortem sirven para orientar el diagnoéstico.
Para poder confirar el diagndstico es necesario conocer las concentraciones de
selenio en los alimentos. Para obtener el diagnostico definitivo, las
determinaciones de las concentraciones de selenio en los diferentes tejidos. Como
se anotd anteriormente, las concentraciones de selenio en los tejidos varia
dependiendo de la forma quimica de suministro, el tiempo de exposicién y la dosis
Ingerida. La concentracién de selenio también puede ser determinada de manera
Indirecta a través ds la medici6n de la actividad de la enzima glutatién peroxidasa
(GSHPx), gracias a la elevada correlacién entre ésta y la concentracién de selenio
en plasma y sangre completa (Daun and Akesson, 2004; Oblitas et al., 2000).

Se debe diferenciar la intoxicacion por selenio con ofras enfermedades
como neumonia, hepatitis crénica infecciosa, enterotoxemia, pasterelosis, antrax,
miositis eosinofilica y otros tipos de Intoxicaciones como el ergotismo,
molibdenosis, fluorosis, & incluso intoxicacion por talio.
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3.2. Generalidades de la enzima glutatién peroxidasa (GSHPx)
3.2.1. Clasificacion

Hasta la fecha se han clasificado por lo menos a 17 selencprotelnas,; entre
éstas a las glutation peroxidasas (GSHPx) (Cuadro 1). La primer glutatién
peroxidasa descubierta, que ahora es llamada glutatién peroxidasa clasica o
celular (cGSHPx), es la enzima que de manera genérica se refieren la mayorfa de
las publicaciones. Ademas de ésta, se pueden identificar a la glutation peroxidasa
extracelular o plasmaética (eGSHPx), la glutation peroxidasa gastrointestinal (GPX-
Gl), y la glutatién peroxidasa fosfolipido-hidroperoxidasa (PHGPx) (Himeno and
Imura, 2000).

3.2.1. Importancia

Las enzimas GSHPxs actlian como parte de los mecanismos antioxidantes
del organismo, éstas son capaces de reducir la cantidad peréxidos a nivel intra y
extracelular (Allan et al., 1999). La glutatién peroxidasa extracelular se localiza en
plasma, y se considera que protege a los eritrocitos de los peréxidos que pudiese
atacar externamente a sus membranas, También, estas enzimas constituyen un
almacén de selenio en el organismo, que de alguna manera deben estar
involucradas en los mecanismos de regulacion de la toxicidad de este slemento.

17



3.2.2. Estructura y funcién

A excepcion de la PHGPx, estas
selenoprotelnas son  moléculas  planas,
formadas por cuatro subunidades idénticas de
selenocistefna de 23 kDa: cada subunidad
esta ligada a un atomo de Se (Fig.2).

La enzima actia oxidando ai glutation
reducido, empleando para ello H.0, (Gamble
et al., 1997).

Figura 2. Estructura de Ia enzima glutatién peroxidasa (GSHPx)

Esto es: 2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0

GSH = Glutalién reducldo
ROOH = Perdxido

GSSG = Gluatidn oxidado
ROH = Alcohol

La actividad de la enzima varia dependiendo de |a especie animal y el tejido

en que se localiza. En estudios realizados en distintos tejidos de aves, cerdos,

vacas y corderos se observd que la enzima tiene distintos patrones de actividad.

Entre los resultados resalta que, en el caso de porcinos, la actividad enzimatica

mas alta se observa en tejido hepatico; mientras que en rumiantes, la mayor
actividad se observa en tejido renal (Daun and Akesson, 2004a; Daun and

Akesson, 2004b; Daun ef a/., 2001).
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Cuadro 1. Selenoprotefnas en roamiferos

Selenoprotelnas

Funciones

{ ocallzacién

Glutallén peroxidasa
Glutatlén peroxidasa celular
(cCPx 0 GPX1)
Glutatién peroxidasa gastrointestinal
(GPx-Gl 0 GPX2)
Glutation peroxidasa extracelular
{6GSHPx 0 GPX3)
Glutatién peroxidasa fosfolipido
hidroperoxidasa
{PHGPx 0 GPX4)

5" Triyodotironina delodinasa (5'-DI)
Tipo 1 5-DI

Tlpo 2 5°-Dl

Tipo 3 5°-Dl
TloredoxIn reductasa (TrxR)
TRxR1
TRxR2
TRxR3
Selenoproteina P

Selenoprotelna W
Selenofosfato sintetasa 2
(SPS2)

Selenoprotalna 15-kDA
SeiT

SetR/SaX

SeiN

Remocién dse hidroperéxidos
Remocién de hidroperéxidos
Remocién de hidropertxidos

Remocién de fosfollpido
hidroperéxidos

Conversibn de T4 a T3, T4 a
T3
Conversion de T4 a T3

Conversién de T4 arT3

Reduccién de tioredoxin
Reduccién de tioradoxin
Desconccida

Antioxidants (desconocida)
Acarreadora de

Se (desconocida)
Desconocida

Sintesis de

selenofosfato (desconocida)
Deasconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Adaptado de Himeno e imura (2000)

Ublcua
Gastrointestinal
Plasma

Ubicuita, testiculos

Glandula tiroides,
higado, rifién
Glandula pituitaria,
SNC, tejido adiposo
cafe

Placenta

Ubicuita {citosol)
Ubicuita
Testiculos
Plasma

Ublcuita, musculo
Ublculta

Ubicuita

Desconocida
Desconocida
Desconocida
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4. MARCO DE REFERENCIA

En el presente, aln se siguen documentando casos de contaminacion por
metales toxicos y esenciales de agua y alimento, con repercusion en el ganado y
el ser humano (Licata et al., 2004). Ademas, existen ejemplos documentados de
experiencias de toxicidad iatrogénica cuando se suplementa al ganado con
selenio, en donde la mayoria de los casos se debe a errores en la dosificacion y
via de aplicacion (Smith, 1999). Los métodos profilacticos mas comunmente
empleados para la prevencion de la deficiencia de selenio en el ganado ovino son
la administracion parenteral de sales de selenio de liberacion rapida: selenitos y
selenatos de sodio y potasio, o de liberacion lenta: selenato de bario (Jiménez et
al., 1988; EMEA, 1999; McDowell et al., 2002; Olfield, 2002). De igual m anera,
estudios comparativos de biodisponibilidad del selenio en el ganado, empleando
diferentes formas quimicas de suplementacion, indican que las formas quimicas
que proveen las concentraciones mas altas de selenio por largos periodos de
tiempo son el selenato de bario y el selenio organico (McDowell et al., 2002).
Cuando se suplementa selenio por via oral se dispone de sales de selenito y
selenato de sodio, asi como selenio organico, principalmente como levaduras
enriquecidas con selenio. El selenio organico ha demostrado tener mayor
biodisponibilidad que el selenito de sodio. En estudios comparativos entre selenio
organico y selenio inorganico se ha demostrado que suplementando los mismos
niveles de selenio en la dieta se observa mayor biodisponibilidad del primero. En
muestras de sangre, la concentracion de selenio y la actividad de la enzima
glutation peroxidasa en los eritrocitos fueron mayores en el caso de la
suplementacion con la fuente organica (Pehrson et al., 1999; Selenio organico,
2001). Asi mismo, se ha observado que los animales son capaces de excretar al
selenio cuando se encuentra en exceso en los alimentos, es posible suponer que
las formas orgéanicas de selenio pueden llegar a ser menos toxicas que las formas
inorganicas. Otro aspecto que debe ser considerado es la diferencia observada en

el comportamiento de la formacién y redistribucion de las selenoproteinas en el
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organismo, dependiendo de la forma quimica de suplementacién (Zagrodzki et al.,
2000).

En el caso de los rumiantes se agrega un factor que debe ser considerado,
y que cobra especial interés en el presente estudio. Los microorganismos del
rumen tienen la capacidad de incorporar selenio inorganico a los aminoacidos,
pero éstos a su vez pueden desincorporar el selenio de los aminoacidos cuando
se suplementa. La modulacién de estos procesos no esta claramente explicada,
pero se han relacionado la disponibilidad y forma quimica de selenio presente en
la dieta, asi como el porcentaje de proteina y carbohidratos en la misma entre los
factores mas significativos que aiteran la transformacién de selenio por parte de
los microorganismos. Ademas se ha observado influencias en el ganado por dos
macrominerales, el calcio y el azufre. Estos dos macrominerales pueden llegar a
incrementar o disminuir la absorcién y concentracion de selenio en los tejidos.

Anteriormente se sefialé que existen elementos como el arsénico, el azufre
y los metales pesados en la disminucion de la toxicidad del selenio, pero también
las dietas altas en proteinas aparentemente juegan un papel importante como
factores protectores en contra de los efectos toxicos del selenio. Estudios
comparativos entre selenito de sodio, selenocisteina y selenometionina han
mostrado resultados en donde los selenoaminoacidos muestran aparentemente un
mayor rango de toxicidad, aun cuando con el caso de selenocisteina se pudo
observar efectos adversos en el sistema succinoxidasa del higado (Selenio
organico, 2001).

La suplementacion de selenio a través de sistemas de liberacion lenta,
como es el caso de los bolos intrarruminales, ha sido empleada desde finales de
los afos sesentas (Kuchel and Buckley, 1969). En la actualidad, el uso de este
tipo de dispositivos es una practica que se ha ido haciendo comun, pero en la gran
mayoria de los casos empleando fuentes inorganicas de selenio (McDowell, 2002).
Los bolos intrarruminales tienen la ventaja de proporcionar cantidades de selenio
por periodos mas prolongados de tiempo que cuando se suplementa en forma

parenteral, por lo que se puede llegar a proporcionar mayor seguridad en la
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prevencién de deficiencia de selenio. Ademas, a través de los sistemas de
liberacién lenta se tiene la oportunidad de proporcionar varios nutrientes,
antibidticos y antihelminticos (Vandame and Ellis, 2004). La posibilidad de
combinar una fuente organica de selenio, con mayor bicdisponibilidad, con un
sistema de liberacién lenta provoca distintas interrogantes. Existe la posibilidad de
proporcionar una fuente de selenio con mayor biodisponibilidad y por mayores
periodos, pero asi mismo se desconoce el efecto que tendra el ambiente ruminal

sobre dicha fuente.

Una limitante en la elaboracién de bolos de selenio organico es el volumen
de las selenolevaduras. Los bolos son una mezcla de hierro, cutina, estearato de
magnesio y el principio activo, las selenolevaduras. La cutina debe “envolver”
todos los ingredientes a través de la fusion por calor; si ésta no lograra integrar a
todos los ingredientes, el bolo no podria ser elaborado con las caracteristicas
fisicas requeridas para un dispositivo intraruminal de liberacion lenta. La maxima
proporcion de selenolevaduras que han podido ser integradas en la mezcla de
preparacion de los bolos empleados en este experimento corresponde a 24.5 %.
La concentracién final de selenio de cada uno de los bolos (8.33 mg) resulta ser
muy baja en comparacién a otros sistemas de liberacién lenta empleados en
estudios anteriores (Blanco ef al., 1988; Judson et al., 1991; Hemingway et al.,
2001). Sin embargo, en ninguno de los estudios anteriores se realiz6 una
comparacion con selenio organico, por lo que no tuvieron la limitante del volumen

de selonolevaduras requerido en un sistema de liberacién lenta.

Por todo lo anterior, se requiere investigar la posibilidad de contar con un
producto de suplementacién de selenio con mayor margen de seguridad. Una
alternativa para la suplementacion de selenio es la forma quimica organica, ya que
con ésta se incrementa su biodisponibilidad, contemplands la posibilidad de que al
mismo tiempo no se genere toxicidad. Es importante el asegurar que cuando se
utilice cualquier forma de suplementacién se tengan las bases para minimizar
riesgos de intoxicacion. |

22



El efecto producido por el selenio en el ganado puede ser determinado
considerando distintas manifestaciones bioquimico clinicas, entre estas la
concentracién de selenio en sangre y tejidos, la actividad de la enzima glutation
peroxidasa, la concentracion de proteinas plasmaticas, la concentracion de
transaminasa glutamico oxaloacética (TGO), asi como la signologia de los
animales (Andres et al., 1999; Korac and Buzadzic, 2002; Pavlata, 2000). En el
caso del presente estudio, la toxicidad serd valorada en funcién de las
concentraciones de selenio en sangre y/o plasma, la actividad de la enzima
glutation peroxidasa y la concentracion de proteinas p lasmaticas, en asociacion

con las manifestaciones clinicas en los animales.

En distintos estudios se han observado altas correlaciones (r > 0.9) entre
las concentraciones de selenio sanguineo con la actividad de la enzima GSHPx
(Pavlata et al., 2000; Oblitas et al., 2000; Daun and Akesson, 2004). Estas
correlaciones han sido realizadas con la actividad de la enzima GSHPx en sangre
completa, por lo que en su gran mayoria se trata de glutatién peroxidasa
citoplasmética (cGSHPx). De acuerdo con los resultados obtenidos por Gerlof
(1992) y Jiménez et al. (1998) se estima que la actividad de |a e nzima G SHPx
plasmatica (eGSHPx) puede ser un indicador de lo que sera la actividad de la
enzima cGSHPx en el futuro.

Cuando se emplean dispositivos de liberacion lenta se tiene la posibilidad
de proveer de selenio al animal de una manera constante, y por tanto las
concentraciones de selenio plasmatico pueden llegar a ser un reflejo inmediato del
efecto del dispositivo. De igual manera, es necesario medir la actividad de la
enzima glutation peroxidasa a nivel plasmatico, y correlacionar dicha actividad con
la concentracién de selenio plasmatico. Esta correlacion sera un indicador
inmediato del efecto del dispositivo de liberacion lenta sobre la actividad de la
enzima glutatién peroxidasa plasmatica del animal.




5. JUSTIFICACION

Elementos de justificacién:

Es necesario contar con un producto de suplementacion de selenio para
ovinos que proporcione un mayor margen de seguridad en su dosificacion
en comparacion a los ahora existentes, especialmente en la prevencion de

toxicidad iatrogénica.

Las fuentes inorganicas y organicas de selenio pueden ser usadas para la
suplementacion del ganado, pero ante la posibilidad de existir ventajas en el
manejo de la dosificacion de selenio organico es importante conocer si

estas ventajas son reales en el caso de rumiantes.

Los dispositivos intraruminales de liberacién lenta son una alternativa para
suplementar al ganado con selenio, siempre y cuando se conozca su
margen de seguridad; y por consecuencia, el presente trabajo ayudara a
estimar la dosificaciébn maxima para alcanzar el umbral de toxicidad del

selenio cuando se emplean bolos intraruminales.

La informacién que se obtenga del estudio comparativo de toxicidad
subcrénica contribuirda a comprender mejor el mecanismo de toxicidad del
selenio en animales rumiantes cuando se les proporcionan fuentes

organicas e inorganicas de selenio.
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6. META DEL PROYECTO

Conocer la dosificacién méaxima tolerable de selenio orgénico e inorganico
en ovinos cuando estos son suministrados por via oral por medio de bolos
intraruminales de liberacion lenta, para asi identificar si existen ventajas para la

prevencion de toxicidad en el uso de la forma organica de selenio.

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general:

e Evaluar la diferencia de toxicidad entre selenio organico e inorganico a través
de su suplementacién por medio de bolos intraruminales en ovinos y

establecer los criterios de seguridad en el uso de ambos productos.

7.2. Objetivos particulares:

o Evaluar si existen diferencias en las concentraciones sanguineas de selenio
en ovinos después de haber sido tratados con las mismas dosis de selenio

organico e inorganico a través de bolos intraruminales.

e Evaluar y correlacionar las manifestaciones bioquimico clinicas y signologia
de los animales tratados para poder valorar los efectos tdxicos de selenio

organico e inorgéanico.

e Determinar si existen ventajas en la disminucién de la toxicidad entre la
suministracion de selenio organico e inorganico empleando bolos

intraruminales en ovinos.
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8. HIPOTESIS

* La forma organica de selenio requerira mayores concentraciones por via oral
para alcanzar el umbral de valores de intoxicaciéon en comparacién con la

forma inorgéanica.

o El tiempo requerido para llegar a alcanzar el umbral de concentraciones de

intoxicacién con selenio organico sera mayor que con selenio inorganico.

e Al conocer el umbral de seguridad de selenio organico s e p odra d osificar al

ganado con mayor seguridad.

e Es posible incrementar la biodisponibilidad de selenio en el ganado a través de
la suplementacién con selenio organico sin causar selenosis, aun a dosis

consideradas téxicas con las formas inorganicas de selenio.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1. Plan experimental

La investigacion planteada es de tipo experimental, por lo que es
prospectiva y de tipo longitudinal. Las actividades fueron disefiadas en la forma

que a continuacién se detalla:

Para poder comparar la toxicidad de la forma organica e inorganica de
selenio en el presente trabajo, fue esencial contar con un disefio experimental que
permitiera poder valorar y cuantificar las diferencias que se pudieran presentar
entre una y otra forma quimica de éste. Fue importante el contar con las
respuestas experimentales validas y adecuadas que puedan ser analizadas
estadisticamente, y de esta manera se puedan aceptar o rechazar las hipétesis
planteadas en el proyecto, y que asi mismo se cumpliera con requisitos
estadisticos de validacion del experimento (FDA, 1989).

Como principio, fue necesario contar con un esquema general de trabajo en
el cual se establecieran las etapas fundamentales del experimento. Fue necesario
identificar el planteamiento del como se rechazarian ¢ aceptarian las hipétesis.
Fue importante observar que variables de respuesta fueron mas significativas en

el analisis de resultados.

Por esta razén se plantearon tres etapas en el desarrollo del proyecto de
investigacion:

OBJETIVO
Determinar la concentracién méaxima de selenio plasmaticq
ETAP A1 R <:>empleando bolos intraruminales de liberacién lenta en ovinos,
Estudio exploratorio detectar fos efectos bioquimicoclinicos y signos clinicos que resuiter|

de la ingesta de los mismos.
i OBJETIVO

ETAPA 2 Determinar las diferencias entre las dos formas quimicas de seleniq
empleadas en el experimento, midiendo las variables de respuesta

Estudio toxicolégico <:> significativas expresadas en el estudio exploratorio

J\- l OBJETIVO

ETAPA S Determinar si los resultados obtenidos son suficientes para poder
Andlisis de resultados <:>tomar decisiones determinantes en el uso de bolos Iintraruminales
con selenio orgénico en ovinos
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En el presente trabajo se suministraron dosis iguales de selenito de sodio y
selenolevaduras a dos grupos de ovinos. Se planteé suministrar una misma dosis
para ambos casos para poder establecer una comparacion. La dosis que se
suministrd a los grupos de ovinos debia ser lo suficientemente alta para que en al
menos alguno de los grupos se observaran concentraciones de selenio por arriba

de lo normal, llegando incluso a limites de toxicidad.

Por las razones arriba mencionadas fue necesario realizar, en una primera
etapa, un e studio e xploratorio que ayudé a corroborar que los bolos fabricados
fueran aptos para ser administrados por via oral en corderos, que asi mismo,
éstos no causaran alteraciones digestivas en los animales y que no fueran
regurgitados. También se consideré cuantificar la concentracién de selenio
plasmatico para prever la posibilidad de incrementos drasticos a nivel plasmatico
en por lo menos el primer mes de su suministro. En esta primera etapa se
emplearon dos borregos machos y una hembra con cuatro semanas de destete y
un peso promedio de 19 Kg. A uno de los borregos se le suministraron, sin
problema alguno, dos bolos de selenio organico, a otro de los borregos se le
suministraron dos bolos de selenio irorganico y el tercero no se le suministr6 bolo
alguno. Cada uno de los bolos suministrados tuvo una concentracién equivalente a
4.3 mg de selenio. A cada uno de los borregos les fue tomada una muestra
semanal por un periodo de seis semanas, y se les determiné la concentraciéon de
selenio plasmatico. Después de tomar muestras sanguineas se observé que
ninguno de los animales regurgité alguno de los bolos suministrados, y en ningin
momento mostraron signologia de intoxicacion por selenio o alguna alteracién
digestiva. Las concentraciones de selerio plasmatico que se observaron en ambos
borregos (selenio organico y selenio inorganico) fueron menores a 200 ng/g. Con

esta informacion se continué con la etapa experimental.

En una segunda etapa se consideré la experiericia observada en el estudio
exploratorio. Gracias al estudio exploratorio se pudo verificar que es factible medir

la toxicidad mediante las variables de respuesta seleccionadas en este estudio.
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Para poder realizar una comparacion entre selenio inorganico y organico se
formaron dos grupos experimentales y dos grupos control. Todos los grupos
recibieron el mismo manejo, compartieron las mismas condiciones
microambientales y fueron alimentados con la misma dieta. El Gnico tratamiento
diferente entre estos fue el suministro de selenio organico o inorganico a los
grupos experimentales. La forma de suministrar el selenio a los grupos
experimentales fue realizada con la misma metodologfa. El detalle del disefio
experimental se describe en este mismo capitulo. |

En la tercera etapa se planted el anélisis de resultados, con lo cual se pudo
determinar si se aceptaban o rechazaban las hipétesis planteadas en el presente
proyecto. Lo anterior se resume en el siguiente diagrama:
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL DESARROLLO DEL EXPERIMENTO

GRUPOS GRUPO GRUPO
CONTROL EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL
Selenio Organico Selenio Inorgéanico

Control Control
A B

DETERMINACIONES

Se
GSHPX
Proteinas plasmaticas

FACTORES \]
CONTROLADOS
Y NO
CONTROLADOS
ANALISIS
DE
RESULTADOS

(VARIABLES DE RESPUESTA)

La descripcién de cada uno de los elementos y pasos indicados en este

diagrama de flujo se muestra a continuacion:
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9.2. Caracteristicas de las unidades experimentales

Se utilizaron 18 borregos criollos con predominio fenotipico de la raza
Columbia. Se conté con nueve hembras y nueve machos con promedio de peso
de 33.0 y 31.7 Kg respectivamente (ver detalles en el Anexo I). Las unidades
experimentales fueron distribuidas aleatoriamente en cuatro grupos: Control A
Control B, Selenio orgénico y Selenio inorganico. Los tratamientos fueron los

siguientes:

9.2.1. Tratamientos
e Grupo control A: No se le suministr6 producto alguno.

e Grupo control B: S6lo se suministré por via subcutanea el
equivalente a 0.1 mg/Kg PV de selenio del producto comercial
Seleject ® (Animal Care products)..

e Grupo selenio organico: Se suministraron 4 bolos de selenio organico
a base del producto comercial de selenolevaduras Sel-Plex ®
(Alltech), con un contenido equivalente a 8.33 mg de selenio.
Ademas se suministro por via subcutanea el equivalente a 0.1 mg/Kg
PV de selenio del producto comercial Seleject ®.(Animal Care
products).

e Grupo selenio inorganico. Se suministraron 4 bolos de selenio
inorganico (se|ehito d e sodio) con un contenido e quivalente a 8.33
mg de selenio. Ademas se suministr6 por via subcuténea el
equivalente a 0.1 mg/Kg PV de selenio del producto comercial
Seleject B12 ® (Animal Care products).

Cada una de las unidades experimentales de los grupos experimentales
recibieron una sola aplicacion al inicio del experimento (semana cero) con el
producto comercial Seleject ®. La dosis recomendada por via SC de este tipo de
productos esde 0.05 mg/ Kg PV en corderos y de 0.1 mg/ Kg PV en borregos

adultos. Se decidi6 emplear la dosis maxima recomendada para adultos, esto es
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una dosis equivalente a 0.1 mg/ Kg PV. El detalle de las concentraciones finales
que recibié cada una de | as unidades e xperimentales s e p ueden apreciar enla
Cuadro 2.

Cuadro 2. Selenio total (mg) que recibieron las unidades experimentales

Identificaciébn Grupo Se X Seleject Se X bolos Se total

371 4 4.0 33.32 37.32
709 2 2.4 0.00 2.40
713 4 2.0 33.32 35.32
715 3 4.4 33.32 37.72
717 1 0.0 0.00 0.00
721 3 2.8 33.32 36.12
723 2 3.6 0.00 3.60
725 3 3.2 33.32 36.52
726 1 0.0 0.00 0.00
728 3 3.6 33.32 36.92
730 3 3.6 33.32 36.92
732 4 2.8 33.32 36.12
734 2 3.2 0.00 3.20
738 4 2.8 33.32 36.12
876 4 2.8 30.57 33.37
878 1 0.0 0.00 0.00
879 3 2.8 33.32 36.12
880 4 3.6 33.32 36.92

No tratados (Grupo 1), tratados sélo con 0.1 mg/Kg PV de Seleject ® (Grupo 2), tratados con cuatro bolos de
selenolevaduras y 0.1 mg/Kg PV de Seleject ® (Grupo 3), tratados con cuatro bolos de selenito de sodio y
0.1 mg/Kg PV de Seleject ® (Grupo 4).

9.3. Instalaciones y equipo

Para el desarrollo del experimento se contd con las instalaciones de los
médulos de posgrado de ovinos y caprinos de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, asi como los laboratorios del LEM-Farmacia y Quimica Analitica de la
misma Facultad.

En los laboratorios antes mencionados se hizo uso de refrigeradores,
congeladores, destilador y desionizador de agua, mesas de trabajo, m aterial de
cristaleria, y los siguientes materiales y equipos para cada prueba:
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9.3.1. Glutatién peroxidasa:
¢ Reactivos
o Agua desionizada
Perédxido de hidrégeno (H20,); Laitzi
Glutation reducido; Sigma, # catalogo G470-5
Glutatién reductasa; Sigma, # catalogo G366-4

Fosfato pB-Nicotinamida adenina dinucledtida reducida (B-NADP);
Sigma, # catalecgo N-6505

Fosfato de sodio monobasico; Sigma

0O O O O

Fosfato de sodio dibasico; Sigma

O O O

Azida de sodio; Sigma

o Acido clorhidrico (HCI) 1N
e Materiales y equipo

o Espectrofotometro UV —visible; Varian, modelo CARY 1E
o Micropipetas '
o Puntas para micropipetas
o Matraces de aforo de 500 y 250 ml.
o Frascos de vidrio

9.3.2. Proteinas plasmaticas:

» Reactivos
o Agua destilada
o Reactivo de Biuret; Hycel
o Estandar de proteinas de 8 g/ml; Hycel
o Materiales y equipo
o Espectrofotdmetro UV —visible; Varian, modelo CARY 1E
Bano maria para incubacién de muestras
Micropipetas
Puntas para micropipetas

O O O O

Tubos de ensayo
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9.3.3. Selenio:

o Reactivos

o Agua desionizada
Acido nitrico (NH3)
Acido clorhidrico (HCI)
Peroxido de hidrogeno (H202)
Hidréxido de sodio (NaOH)
o Boruro de sodio (NaBHa)

0O O O ©O

e Materiales y equipo
o Horno de microondas; CEM, modelo Mars 5
o Vasos de teflén; CEM, HP-500 Plus

o Espectrofotometro de absorcion atémica; Varian, modelo SpectrAA-
800

Generador de hidruros; Varian, modelo VGA77
Balanza analitica
Micropipetas

0O O O O

Puntas para micropipetas

Los métodos de cuantificacion se describen en el Anexo |l.

9.4. Condiciones fijas en la experimentacion

9.4.1. Raza y Dieta

Como se mencioné anteriormente, los animales fueron de raza criolla con
predominio fenotipico de la raza Columbia. En cuanto a la alimentacién, todos los
animales fueron alimentados a libre acceso con la misma dieta, la cual consistié
de alfalfa achicalada, paja de avena y concentrado comercial Fatina ® de Purina.

En este sentido, se asumié que cada una de las unidades experimentales recibid
selenio de la dieta en la misma proporcion.

9.4.2. Sistema de explotacién
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Todos los animales fueron confinados en un solo corral en donde se les

suministré alimento y agua a libre acceso.

9.4.3. Caracteristicas de los bolos

Los bolos fueron fabricados en | as instalaciones del LEM-Farmaciade |a
Facultad de Estudio Superiores Cuautitlan, Campo I. Los bolos fueron disefiados
pensando en su uso en corderos, por lo que sus dimensiones fueron de 45.05 mm
de longitud, 13.14 mm de ancho y 17.36 mm de espesor. Todos los bolos tuvieron
un peso de 17 g, con una densidad mayor a 2.12 g/ml. Los bolos de selenio
organico y de selenio inorganico tuvieron la misma concentracion equivalente de

selenio; esta fue de 8.33 mg por bolo.

9.4.4. Condiciones de muestreo

Las muestras fueron tomadas los dias lunes, entre las 11:00y las 13:00
hrs. Se tomé una muestra de sangre completa de la vena yugular por animal,
utilizando para ello, tubos d e autollenado al vacié de un volumen de 7 ml cada
uno, empleando EDTA (K3) al 15 % como anticoagulante (BD Vacutainer®; Becton
Dickinson). Se emplearon agujas estériles calibre 215 x 38 mm (Precision Glide
Vacutainer®; Becton Dickinson). Las muestras recolectadas fueron identificadas
con tinta indeleble, fueron transportadas en refrigeracion para su inmediata
centrifugacion y separacioén del plasma, el cual fue conservado a -20 °C hasta su
procesamiento.

9.4.5. Condiciones de cuantificacion

En todo momento se siguié con una rutina de trabajo. Las muestras fueron
descongeladas y mantenidas en refrigeracién. Una vez que las muestras se
encontraban en estado liquido, estas fueron h omogenizadas p or agitacion cada
vez que se tomaba una alicuota para la determinacion de cada una de las pruebas

realizadas. Al evaluar la cantidad de trabajo se decidié procesar un bloque de 32
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muestras por etapa: Primero se determind la actividad de la enzima glutation
peroxidasa empleando la metodologia descrita por Paglia and Valentine (1967). Al
dia siguiente se determin6 |2 concentracién de proteinas plasmaticas por el
método de Biuret. Posteriormente se realiz6 la digestion de las 32 muestras del
bloque. Finalmente, se realizd la lectura de las muestras digeridas para la

determinacioén de la concentracion de selenio plasmatico.

El orden expuesto obedecié a que se consideré primordial la determinacion
de la actividad enzimatica, por considerarse a ésta mas sensible al mantenimiento
en refrigeracion en comparacion con las otras dos pruebas realizadas. En todo
momento se evitd volver a congelar y descongelar las muestras, por o que los
resultados de las lecturas fueron revisados permanentemente para la deteccion de

posibles errores de medicién.

9.5. Factores controlados (Variables independientes controladas)

*» Tipo y dosis de selenio (ver tratamientos: seccién 9.2.1)
» Tiempo de muestreo

A todos los grupos les fue tomada una muestra cada semana por un
periodo de 14 semanas con la finalidad de ajustarse a el tiempo minimo de 90 dias
para estudios de toxicidad crénica de dosis repetidas (VICH, 2004).

9.6. Factores no controlados (Variables independientes no controladas)

= Sexo
= Peso
= Edad

9.7. Respuestas evaluadas (Variables dependientes)

Glutation peroxidasa plasmatica
Proteinas plasmaticas

Selenio plasmatico

Signos clinicos
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9.8. Analisis estadistico
9.8. 1. Numero de muestras y andlisis realizados.

El nimero de muestras analizadas correspondi6 a 342. Como a cada
muestra se le determind Ila concentracion de Selenio, la actividad de la enzima
Glutatién Peroxidasa y la concentracion de Proteinas, el numero total de analisis

correspondi6 a 1026.

El detalle del niumero de cada respuesta medida por grupo y por sexo se

presenta en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Numero de muestras :analizadas por grupo y sexo

GRUPO
SEXO | Control A Control B Se Se. TOTAL
organico inorganico
Hembras 38 19 57 57 171
Machos 19 38 57 57 171
TOTAL 57 57 114 114 342

Al realizar el primer analisis estadistico se observaron puntos aberrantes,

los cuales fueron eliminados, reduciendo el numero original de 342 a 335

resultados. El detalle de esta reduccion se puede apreciar en el Cuadro 4.

Cuadre 4. Niimero final de muestras por sexo y grupo considerado para analisis

estadistico
GRUPO
SEXO Control A Control B S'e. . S? . TOTAL
organico inorganico
Hembras 37 19 57 56 169
Machos 18 36 57 55 166
TOTAL 55 55 114 111 335

La estadistica descriptiva de estos resuitados aparece en el Anexo |l




9.8.2. Disefio

Inicialmente se utiliz6 un modelo en el cual se consider6 el factor sexo en el
analisis, pero al ver que no habia interaccion con el tratamiento, se decidi6
eliminarlo. Ademas, el peso inicial se utilizé como covariable, pero al igual que el
sexo, éste no tuvo efectos significativos sobre el tratamiento, por lo que tambien

fue eliminado del modelo final (ver Anexo V).

En el modelo final, los tratamientos fueron a signados a las unidades
experimentales empleando un disefio completamente al azar. Se realizaron
contrastes ortogonales de las medias para evaluar el efecto del tiempo sobre la
concentracion de selenio, la actividad de la GSHPx y la concentracion de
proteinas plasmaticas. Los datos fueron analizados mediante un disefio de
mediciones repetidas en el tiempo, considerando a cada uno de los animales

dentro de los tratamientos como término de error.

9.8.3. Modelo
Vo =u+T+S,+T(a), +(IS),, + &,

Donde:

Y = Variable de respuesta en el j-ésimo tratamiento, la j-ésima semana y el k-ésimo
animal.

4= Media poblacional

T; = Efecto del i-ésimo tratamiento (i=1,2..., T)

S; = Efecto de la j-ésima semana (j=1, 2..., S)

T(a)i = Efecto aleatorio asociado al k-ésimo animal en al i-ésimo tratamiento
(TS); = Efecto de la interseccion del i-ésimo tratamiento por la k-ésima semana

&y« = Error aleatorio asociado con el k-ésimo animal en al tratamiento i y la semana J
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9.8.4. Procedimientos

El procedimiento empleado para este andlisis fue PROC MIXED del
paquete estadistico de SAS (1996) considerando un disefio completamente al azar
con mediciones repetidas. Con el mismo paquete estadistico, utilizando PROC
CORR, se examind la correlacién entre la concentracion de selenio plasmatico y al
actividad de la GSHPX, asi como la correlacion de selenio y proteinas plasmaticas.
En todas las comparaciones se estableci6 a P<0.05 como la significancia
estadistica.

El andlisis estadistico fue realizado utilizando el programa SAS, 1996 y el

programa Statgraphics Plus para Windows 4, version profesional; 1994-1999.
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10. RESULTADOS
10.1. Selenio
10.1.1. Comparacion de medias

En el anélisis de contrastes ortogonales se pudo apreciar que las variables
consideradas en el modelo estadlstico afectaron la respuesta medida (Cuadro 3).

Cuadro 5. Prueba de efectos sobre la variable dependiente: Se plasmitico

Efecto P
Grupo 0.0030
Semana < 0.0001
Grupo*Semana 0.0006

Aun cuando la concentracion de Se fue afectada por el grupo (tratamiento)
y ta semana (P < 0.001), esta informacién no se discutira dado que la interaccion

grupo*semana fue significativa (P = 0.0006).

Los contrastes planteados sefialaron que existieron diferencias
significativas entre el grupo no fratado (Control A) y los grupos tratados con
selenio, sin importar su forma quimica (Grupo control B, Se organico y Se
inorganico). Pero también se pudo detectar que existieron diferencias entre el
grupo fratado solamente con la inyeccion de selenito de sodio y los grupos a los
cuales se les suministraron bolos de selenolevaduras y bolos de selenito de sodio
(Se organico y Se inorganico). En este resultado no se observaron diferencias (P =
0.1852) entre los grupos tratados con bolos de selenio organico y selenio
inorganico {Cuadro 6).

Cuadro 6. Contrastes entre medias de los tratamientos — Se plasmatico

Etiqueta P
Control A vs Selenio 0.0198
Se organico vs Se inorganico 0.1852
Control B vs Bolo 0.0049

Control A: sin tratamlenio; Selenlo: grupos tralados con selenio: Conlrol B, Se orgénico y Se inorganico; Se organico:
grupo tratado con bolos de selenolevaduras y selenlo inyeclado; Se Inarginico: grupo tratado con boles de selenito de
sodio més selento inyaectado; Control B; grupo tratado con selenio inyeclado; Bolo: grupos Se organico y Se Inorgénico.
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Figura 3. Perfll de concentracién de selenfo plasmético en ovinos

No tratados (Grupo Control A), tratados sblo con 0.1 mg/Kg PV de Selgject ® (Grupo Control B), tratados con cuatro bolos de selenolevaduras y 0.1 mg/Kg PV
de Seleject ® (Grupo Se orgdnico), tratados con cuatro bolos de selenito de sodio y con 0.1 mg/Kg PV de Selejecr ® (Grupo Se inorganico).
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Al analizar las diferencias entre medias en cada semana, se detectaron
diferencias significativas (P < 0.05) entre los dos grupos experimentales y los
grupos control, entre la primera y la quinta semana, lo cual se observa en la Figura

3 y se detalla en el Cuadro 7.

Como se puede apreciar en la Figura 3, las concentraciones de selenio se
incrementaron a partir de la primera semana, pero sélo el grupo de selenio
organico presentd un incremento significativo (P < 0.05) con respecto a los ofros
tres grupos. El grupo de selenio inorganico solo mostré diferencias con el grupo
control A (sin tratamiento de selenio). Estos mismos resultados se observaron en
la segunda semana. En la tercera semana se observaron las concentraciones mas
altas que se presentaron a o largo del estudio, observandeose diferencias entre las
concentraciones del grupo e xperimental de selenio organico con respecto a los
ofros tres grupos. El grupo experimental de selenio inorganico mostrd, a su vez,
diferencias con los dos grupos control. En esta semana el grupo control B (solo
con tratamiento de Selgject®) presento diferencias significativas con el otro grupo
control (Control A). En fa cuarta semana se observd que solo el grupo de selenio
organico manifesté diferencias significativas con los otros tres grupos. El grupo de
selenio inorganico solo mostré diferencias con el grupo control A. Los grupos
control no mostraron diferencias entre ellos. En la quinta semana sélo hubo
diferencias signlficativas entre el grupo experimental de selenio organico y el
grupo control A. A partir de la sexta semana ya no existieron diferencias
significativas entre ninguno de los grupos.
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Cuadro 7. Diferencias minimas significativas entre 1as medias de selenio plasmirico en ¢l tieinpo

GRUPO SEMANA GRUPO SEMANA P |GRUPO SEMANA GRUPO _SEMANA P

1 0 2 0 09437 9 8 2 8 0.6805
1 0 3 0 08839 1 8 3 8 0.1510
1 0 4 0 0.1620| 9 8 4 8 0.2088
2 0 3 0 09486 2 8 3 3 0.3530
2 0 4 0 01877 2 8 4 8 0.4335
3 0 4 0 05252 3 8 4 8 0.8580
1 1 2 1 0.5934 ' 1 9 ) 9 0.7514
1 1 3 1 <0001! 3 g 3 9 0.4120
1 i 4 1 00302] 1 9 4 9 0.3435
2 1 3 1 <0001: 2 9 3 9 0.6490
2 1 4 1 01928] 2 9 4 ) 0.5603
3 1 4 3 <0001| 3 9 4 9 0.8761
1 2 2 2 08113] 1 10 2 10 0.9200
1 2 3 2 00220 1 10 3 10 0.5700
1 2 4 2 0s777| 1 10 4 10 0.2479
2 2 3 2 00134 2 10 3 10 06512
2 2 4 2 07785 2 10 4 10 0.2983
3 2 4 2 0.0208| 3 10 4 10 0.4708
1 3 2 3 0.0019 1 11 2 11 0.3120
1 3 3 3 01223 1 11 3 11 0.1723
1 3 4 3 0.4037| 1 11 4 11 0.0867
2 3 3 3 <o00t| 2 M 3 11 0.8421
2 3 4 3 0.0017| 2 11 4 11 0.5818
3 3 4 3 0.0015) 3 11 4 1 0.6668
§ q 2 4 0.3a12| 1 12 2 12 0.7201
1 4 3 4 <.0001 1 12 3 12 0.7809
1 4 4 4 00178 1 12 4 12 0.4705
2 4 3 4 o0013| 2 12 3 12 0.4366
2 4 4 4 01883 2 12 4 12 0.19%0
3 4 4 4 00264 3 12 4 12 0.5335
1 5 2 5 02061 1 13 2 13 0.8872
1 5 3 5 00214 1 13 3 13 0.8003
1 5 4 5 00870 1 13 4 13 0.4388
2 5 3 5 0.2680( 2 13 3 13 0.9289
2 5 3 5 0.5850 2 13 4 13 0.F414
3 5 4 5 05224 3 13 4 13 0.5230
1 6 2 6 0.8635| 14 2 14 0.5669
1 6 3 6 0.1983| 14 3 14 0.4018
1 6 4 6 0.3831 1 14 4 14 0.1301
2 6 3 6 0.2762| 2 14 1 4 0.8090
2 6 4 6 0.5002 2 14 4 14 0.3111
3 6 4 6 06104 3 14 4 14 0.3713
1 7 2 7 0.4389

y 7 3 7 0.0949

1 7 4 7 0.1023

2 7 3 7 0.4348

2 7 a 7 0.4567

3 7 4 7 0.9641
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10.2. Glutation peroxidasa
10.2.1. Comparacion de medias

En este ¢ aso, solamente se observd efecto significativo (P < 0.0001) del

efecto semana sobre la actividad de la enzima GSHPx.

Cuadro 8. Prueba de efectos sobre la variable dependiente: GSHPx

Efecto P
Grupo 0.8395
Semana < 0.0001
Grupo*Semana 0.9947

La actividad de la enzima GSHPx no se vio afectada por el tratamiento
{Grupo), por lo que al realizar contrastes entre ias medias de los diferentes grupos

tampoco se observaron diferencias entre estos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Contrastes entre medias de Ios tratamientos — GSHPx

Etiqueta P
Control A vs Selenio 0.5314
Se organico vs Se inorganico 0.8120
Contro! B vs Bolo 0.6159

Control A: sin tralamiento; Selenlo: grupos Uratadas con selenio: Control B, Se organico y Se inorganico: Se organlcor
grupo tratado can bolos de selenclevaduras y s¢lenio Inysctado; Se Inorganlco: 9rupo ralgdo con bolos de selenito de
sodlo mas selenio Inyectado: Control B: grupo tralado con selenio lnyeclado; Bolo: grupos Se orgénico y Se inorganico.

Las tendencias de las concentraciones de glutation peroxidasa a través del

tiempo que durd el estudio se pueden observar en la Figura 4.
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Figura 4. Perfil de Ia actividad de la enzima glutatién peroxidasa en plasma de ovinos

No tratados (Grupo Control A), tratados sélo con 0.) mg/Kg PV de Seleject ® (Grupo Control B), tratados con cuatro bolas de selenolevaduras y 0.) mg/Kg PV
de Selefect ® (Grupo Se organico), tratados con cuatro bolos de selenito de sodio y con 0.1 mg/Kg PV de Seleject ® (Grupo Se inorganico).
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Cuadro 10. Diferenclas mfnimas significativas cntre las medias de GSHPx en el tiempo

GRUPO SEMANA _GRUPO

SEMANA

p

GRUPO SEMANA GRUPO _SEMANA

P

1

WNR = a0 D WNRN A A aWDN A aAQLRNN A A aLQRNRN A A aWDRN Ao oD WD o aa @R a2
NNNNNNOPOOHGODOOOO D NN N0 B LEDDAEDDEDWWWWWWNNNINIONS A QA aaaa000000
DD WD WNADBRMWAMONIDDLD WL WNDLDLLOWOWDRBRWNDNDDRAMAWBEBOONNMNAMNMGWGWBABMGONADRLWDBEBONDDDIDWDLDOWN

NN NN AdNNOOOOOoOOO M TGO b B oadbhdhhobdGdWWWWWRPRODAONIONON-22 222 v 0000O0O0

0.7345
0.7326
0.8541
0.9601
0.8353
0.8467
0.3794
0.6631
0.7492
0.5482
0.2028
0.3553
0.9228
0.3420
0.7644
0.2883
0.6808
0.4252
0.2320
0.2827
0.2896
0.7613
0.8307
0.9203
0.2732
0.7311
0.71@3
0.1083
0.3810
0.4008
0.4323
0.1249
€.8500
0.56279
0.4554
0.1001
0.7978
6.9713
0.5937
0.7401
0.8120
0.4857
0.5965
0.7889
0.6777
0.7311
0.8447
0.8563

1 8 2 8
1 8 3 8
1 8 4 8
2 8 3 8
2 8 4 8
3 8 4 8
1 g 2 9
1 9 3 9
1 9 4 a
2 9 3 9
2 9 4 g
3 9 4 e
1 10 2 10
1 10 3 10
1 10 4 10
2 10 3 10
2 10 4 10
3 10 4 10
1 19 2 11
1 1 3 11
1 11 4 11
2 11 3 11
2 11 4 11
3 11 4 11
1 12 2 12
1 12 3 12
1 12 4 12
2 12 3 12
2 12 4 12
3 12 4 12
1 13 2 13
1 13 3 13
1 13 4 13
2 13 3 13
2 13 4 13
3 13 4 13
1 14 2 14
1 14 3 14
1 14 4 14
2 14 3 14
2 14 4 14
3 14 4 14

0.7292
0.8151
0.8027
0.8682
0.8808
0.9844
0.6703
0.7750
0.3511
0.4372
0.1552
0.4281
0.6653
0.9156
0.4431
0.6938
0.7889
0.4182
0.9862
0.5085
0.7705
0.5214
0.7858
0.6507
0.8758
0.3297
0.4848
0.3710
0.5583
0.7044

10000
0.6160
0.2579
0.6160
0.2579
0.4396
0.5989
0.6879
0.6048
0.8369
0.9283
0.8871
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Al analizar las 14 semanas, no se observaron diferencias significativas en

las medias de los grupos de la actividad de la enzima GSHPx, ( Cuadro 10).

10.3. Proteinas plasméticas
10.3.1. Comparaciéon de medias

En este caso, solamente se observd efecto significativo (P < 0.0001) del

efecto semana sobre la concentraciéon de proteinas plasmaticas (Cuadro 11).

Cuadro 11. Prueba de efectos sobre la variable dependiente: Proteinas plasmaticas

Efecto P
Grupo 0.4714
Semana < 0.0001
Grupo*Semana 0.3418

La concentracion de proteinas plasmaticas no se vio afectada por el
tratamiento (Grupo), por lo que al realizar contrastes entre las medias de los

diferentes grupos tampoco se observaron diferencias entre estos (Cuadro 12).

Cuadro 12. Contrastes entre medias de los tratamientos — Proteinas plasmaéticas

Etiqueta P
Control A vs Selenio 0.5989
Se organico vs Se inorganico 0.1482
Control B vs Bolo 0.8109

Control A: sin tralamlento; Selenio: grupos tralados con selenio: Control B, Se organica v Se Inorganico; Se organico:
grupo ratado con bolos de selenolevaduras y selenio Inyectado; Se Inorganlce: grupo ratago con bolos de seleni de
sodio mas selenlo inyectado; Control B: grupo ratado con selenio inyeciado; Bolo: grupos Se organico y Se inorganico.

Las tendencias de las concentraciones d e proteinas plasméticas a través

del tiempo que duré el estudio se pueden observar en la Figura 5.
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Figura 5.Perfil de concentracitn de protefnas plasmaricas en ovinos

No tratados (Gripo Control A), tratados s6l6 cou 0.1 mg/Kg PV de Selefject ® (Grupo Control B), tratados con cuatro bolos de selenolevaduras y 0.1 mg/Kg PV
de Seleject ® (Grupo Se orginico), tratados con cualro bolos de selenito de sodio y con 0.1 mg/Kg PV de Seleject ® (Grupo Se inorgénico).
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Al analizar las diferencias entre medias en cada semana, se delectaron
diferencias significativas (P < 0.05) entre el grupo de Se inorganico vy los grupos
Control B y Se organico. De igual manera, existieron diferencias entre el grupo Se
organico y Se Inorganico en la semana 10. Finalmente, se apreciaron diferencias
significativas entre el grupo Se inorganico y los grupos Control A y Control B
(Figura 5 y Cuadro 13).
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Cuadro 13. Diferencias mfnlmas significativas entre Jas medias de Proteinas plasmiticas en el tiempo

GRUPO SEMANA GRUPO SEMANA P GRUPO SEMANA GRUPO SEMANA P

1 0 2 ¥ 0.5923 1 8 2 8 0.5414
1 0 3 0 0.7223 1 8 3 8 0.4508
1 0 4 0 0.5368 1 8 4 8 0.2651
2 0 3 0 0.3306 2 8 3 8 0.9607
2 0 4 0 0.2171 2 8 4 8 0.6814
3 0 4 0 0.7478 3 8 4 8 0.6581
1 1 2 1 0.2352 1 ) 2 9 0.9017
1 1 3 1 0.3267 1 ] 3 9 0.4854
1 1 4 1 0.4382 1 9 4 9 0.6965
2 1 3 1 0.6388 2 8 3 9 0.5788
2 1 4 1 0.0448 2 9 4 5 0.5543
3 1 4 1 0.0323 3 8 4 8 0.1836
1 2 2 2 0.7933 1 10 2 10 0.8573
1 2 3 2 0.8276 1 10 3 10 0.2403
1 2 4 2 0.9557 3 10 4 10 0.2169
2 2 3 2 0.9325 2 10 3 10 0.3333
2 2 4 2 0.7203 2 10 4 10 0.1495
3 2 4 2 0.7378 3 10 4 10 0.0034
1 3 2 3 0.2445 1 11 2 11 0.8370
1 3 3 3 0.8352 1 11 3 11 0.1180
1 3 4 3 0.8792 1 11 4 11 0.4271
2 3 3 3 0.0862 2 11 3 11 0.0982
2 3 4 3 0.2040 2 11 4 11 0.3761
3 3 4 3 0.6278 3 11 4 11 0.3440
1 4 2 4 0.4280 1 12 2 12 0.5654
1 4 3 4 0.0726 1 12 3 12 0.5739
1 4 4 4 0.7275 1 12 4 12 0.8064
2 4 3 4 0.3759 2 12 3 12 0.9253
2 4 4 4 0.5880 2 12 4 12 0.6496
3 4 4 4 0.0911 3 12 4 12 0.6588
1 5] 2 5 0.8905 1 13 2 13 0.7187
1 5 3 5 0.2653 1 13 3 13 0.3593
1 5 4 5 0.4607 1 13 4 13 0.7771
2 5 3 5 0.3393 2 13 3 13 0.6160
2 S 4 5 0.5586 2 13 4 13 0.8844
3 5 4 5 0.6756 3 i3 4 13 0.4375
1 6 2 6 0.9839 1 14 2 4 0.8392
1 6 3 6 0.5086 1 14 3 14 0.1787
1 6 4 6 0.6514 1 14 4 14 0.0141
2 B8 3 6 0.4938 2 14 J 14 0.1148
2 6 4 6 0.6347 2 14 4 14 0.0073
3 6 4 6 0.7976 3 14 4 14 0.1693
1 7 2 7 0.0927

1 7 3 7 0.1998

1 7 4 7 0.1881

2 7 3 7 0.5074

2 7 4 7 0.5286

3 7 4 7 0.9664
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10.4. Peso

Todas las unidades experimentates fueron pesadas cada 20 dfas, con un
total de seis pesajes. Las medias de los grupos se observan en el Cuadro 14.:

Cuadro 14. Medias de pesos (Kg) por grupo tomadas én periodos de 20 dias

No. De Pesaje
Grupo 1 2 3 4 S 6
Control A 30.2 33.2 356.2 385 40.5 45.8
Control B 24.7 30.5 34.3 36.2 38.5 443
Orgénico 32.9 35.8 39.6 40.8 43.4 47.9
tnorgénico 26.0 28.7 32.9 35.0 37.7 429

Las tendencias de las medias de los pesos de los grupos se pueden
apreciar en la Figura 6. El analisis de varianza no se observd que existieran
diferencias significativas entre grupos (p > 0.05).

Kg
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20 — = R T e —— S =
- ——Control A~
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10 |—— - ————
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| —¢—Se inorganico

0 :

0 20 40 60 80 100

Dias

Figura 6. Perfil de peso de unidades experimentales durante ¢l estudio

No tratados (Grupo Control A), tratados sélo con 0.1 mg/Kg PV de Seleject ® (Grupo Contro) B). tratados
con cuatro bolos de selenolevaduras y 0.1 mg/Kg PV de Selgject ® (Grupo Se organico), Iratados con cuatro
bolos de selenito de sodio y con 0.1 mg/Kg PV de Seleject ® (Grupo Se inorgénico).
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10.5. Signos clinicos

No se observaron signas clinicos asociados a una probable intoxicacion por

selenio durante el desarrollo del experimento.

10.6. Correlacién de variables de respuesta

Se aobtuvo una matriz de correlaciones por semana y por grupo (ver Anexo
VI) de fa cual se graficaron los resultados, considerando los valores de corralacion
(valores de r) y su significancia {valores de P).

10.6.1. Correlacion entre Se y GSHPx

Grupo Control A;

En la Figura 7 se puede observar que solamente se observd una
correlacion significativa (r = 0.9924; P = 0.0248) en la semana 1 del estudio. Aun
cuando en el resto de las semanas se observaron correlaciones no significativas
(P > 0.05), Se puede observar que existieron correlaciones directas desde la
semana 1 a la 6, cambiando a inversa de la semana 7 a 9, para posteriormente
ser directa en la semanas 10 y 11, y terminando en inversa en la semana 13. En

este grupo faltaron valores para realizar los calculos en las semanas 3, 12, y 14.

Grupo Control B:

En la Figura 8 se puede apreciar que en este grupo sélc se observd una
correlacion significativa de las variables en la semana 0 {r = 0.9991; P = 0.0256).
Considerando un valor de P < 0.3, en las semanas 4, 5 y 8 se observd una
correlacion inversa y en la semana 14 se observé una correlaciéon directa. €n las

semanas 1y 7 faltaron valores para realizar los calculos.
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Grupo Se organico:

Como se puede apreciar en la Figura 9, no se observd correlacion
significativa (P > 0.05) en alguna de las semanas de este grupo. Aun cuando no
fueron significativos estos resultados, cabe destacar que la mayorfa de las
correlaciones directas se observan en las primeras seis semanas (exceptuando
las semanas 3 y 4), para después alternar enfre comelacion indirecta y directa en
las siguientes semanas (indirecta; semanas 7, 8, 9, 11 y 14; directa: semanas 10,
12 y 13).

Grupo Se inorganico:

En la Figura 10 se observa que, en esle caso, la correlacion de las variables
en las semanas 4 y 6 fue significativa (P < 0.05), con una correlacion indirecta (P =
-0.9012 y -0.8462, respectivamente). Llama la atencién, sabiendo que estos
resultados no son significativos, que en las primeras nueve semanas (excluyendo
la semana 1) la mayorla de los valores de r fueron negativos, y después de esta

semana predomind una correlacién directa (excluyendo la semana 12).
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Grupo Control A:

Como se observa en la Figura 11, ninguna de las correlaciones resultd
significativa (P > 0.05) en el tiempo que duré el estudio. Entre las semanas 2y 7
se observO una correlacion directa de las variables con valores de P < 0.5. En las
semanas 8, 9, y 10 se observd una correlacion indirecta (P entre 0.6006 y 0.6338).
En las semanas 11 y 13, esta correlacion cambidé nuevamente a ser directa {(r =
0.7598 y 0.9099; P = 0.4506 y 0.2724, respectivamente). Faltaron valores para

realizar los calculos en las semanas 3, 12y 14.

Grupo Control B:

En la Figura 12 se aprecia que en este caso solamente se observd una
correlacion significativa en la semana 2 (r = 0.99718, P = 0.0478). Auque en el
resto de las semanas no existieron correlaciones significativas, se observa ue en
las 0 y 2 se inicia con un correiaciéon directa, en las semanas 3 y 4 cambia a
directa, en la semana 5 es directa, en la semana 6 és indirecta, en las semanas 7,
8 y nueve cambia nuevamente a directa, para finalmente observarse una
correlacién directa de la semana 10 a ala 14. En la semana 1 faltaron valores para

realizar los céalculos.

Grupo Se organico;

En la Figura 13 se observa que aungue sélo se observaron cofrelaciones
significativas (P < 0.05) en las semanas 9 y 11, {a mayorla de éstas fueron
directas, exceptuando las semanas 2, 6 y 10.

Grupo Se inorganico:
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Como se puede apreciar en la Figura 14, los valores de P fueron mayores a
0.05, pero se pudo apreciar que la mayorfa de las correlaciones fueron directas,
exceptunando las semanas 2,4, 6y 7.
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11. DISCUSION

11.1. Concentracién de selenio plasmatico
11.1.1. Efecto de la dosis suministrada a las unidades experimentales

La dosis suministrada via bolos a las unidades experimentales (Cuadro 2)
podria haber generado cuadros de toxicidad subaguda en caso de que la tasa de
liberacién de selenio hubiese excedido el equivalente a 2 mg/Kg, ya que ésta es
considerada la dosis maxima tolerable en alimento para todas las especies (NRC,
1980). Ademas, es de considerar la aplicacion de selenito de sodio por via SC a
las unidades experimentales, ya que se han reportado casos de toxicidad aguda
cuando se suministraron 10 mg de selenito de sodio por cordero, por esta misma
via (Smith, 1999). Aun cuando se menciona una alta variabilidad en
susceptibilidad en ovinos, se ha sefialado que la LDsy de selenito de sodio en
corderos es de 1.9 mg/Kg de peso corporal, por via oral, y de 0.455 mg/Kg por via
intramuscular. S e han reportado casos d e intoxicaciéon s ubaguda en ovinos que
consumieron raciones que contenian de 10 a 20 mg/Kg por un periodo de siete a

ocho semanas (Humphreys, 1988).

Sin embargo, considerando la informacion de la Figura 3, a lo largo del
desarrollo del experimento ninguno de los grupos alcanzé concentraciones
plasmaticas de selenio consideradas como toxicas; esto es, estuvieron dentro del
rango considerado como adecuado de 80 a 500 ng/g en plasma de ovinos (Puls,
1988). Una explicacion para estos resultados observados puede deberse a que la
tasa de liberacion de los bolos de selenio organico e inorganico fue lo
suficientemente baja para no producir riesgos de toxicidad, aun con los
antecedentes de su uso en animales no deficientes, con la aplicacion de la dosis
inyectada y cuadruplicando el numero de bolos suministrados a las unidades
experimentales. La tasa de liberacion de selenio en los bolos depende en de
factores atribuibles a la misma formulacion del bolo y a factores inherentes al
microambiente ruminal. La proporcion de cutina que contiene el bolo regula la

velocidad de “disoluciéon” de éste, y por tanto la cantidad de selenio que es
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liberado en el medio ruminal. Asi mismo, la “disolucion” del bolo es afectada por
las condiciones de acidez y temperatura que oscilan en el rumen. La acidez y la
temperatura, a su vez, dependen de la dieta ingerida por el animal y la actividad
de los microorganismos ruminales (Church, 1988). Los microorganismos ruminales
tienen la capacidad de producir formas menos biodisponibles paré el animal.
Distintos autores han citado que los microorganismos ruminales tienen la
capacidad de producir formas insolubles de selenio, las cuales no son absorbidas
en el tracto digestivo (NRC, 1983). van Ryssen and Schoeder (2003) demostraron
que la cantidad de selenio disponible para el ganado fue afectada por la
fermentacién ruminal. Gran parte del selenio que fue aportado por los bolos
pudiese haber sido eliminado por via fecal en formas insolubles. Aln asi, se ha
reportado que cuando se ha suministrado selenio organico por via oral en
‘rumiantes”, éste ha mostrado tener mayor biodisponibilidad que las formas
inorganicas (McDowell et al., 2002; Underwood, 1999). Este mismo resultado fue
observado en el presente estudio, e incluso los mismos microorganismos
ruminales podrian haber “regulado” la cantidad de selenio disponible para el
animal, limitando de igual manera la posibilidad de llegar a tener concentraciones
toxicas.

Las concentraciones maximas observadas en el presente estudio
correspondieron a los grupos tratados con bolos de liberacion lenta, lo cual indica
que hubo efecto de los tratamientos y, que a su vez, no se alcanzaron
concentraciones toxicas de selenio plasmatico. La concentracion media mas alta
observada correspondié al grupo de selenio organico, siendo de 335.52 ng/g,
seguida a la observada del grupo de selenio inorganico de 258.87 ng/g. Este
resultado coincide con distintos reportes que sefialan que la suplementacién con
fuentes de selenio organico tienen mayor biodisponibilidad que las fuentes de
selenio inorganico (McDowell, et al.. 2002, Underwood, 1999, Ortman, y Pehrson,
1997 Wang y Lovell, 1997). Asimismo, es importante sefalar que las
concentraciones maximas alcanzadas disminuyeron rapidamente, lo cual se
discutird a continuacion.
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11.1.2. Tendencias de las concentraciones de selenio

En la Figura 3 se puede observar que los bolos suministrados a las
unidades experimentales de los grupos de selenio organico e inorganico
demostraron su accion a partir de la primera semana, durando este efecto
significativo hasta | a quinta semana. Se esperaba que en este lapso de tiempo
pudiese haber existido la posibilidad de encontrar concentraciones plasmaticas de
selenio por arriba de lo tolerado (500 ng/g), ya que en estudios realizados
previamente a estos bolos se demostré que el pico maximo de liberacion de

selenio se presentaba en este periodo.

Si bien las concentraciones plasmaticas de selenio no rebasaron los limites
tolerables e incluso las diferencias significativas entre las fuentes de selenio
organico e inorganico solo se apreciaron hasta la quinta sernana, es importante
considerar los resultados observados por Shiobara et al. (1998). Ellos observaron
que cuando compararon las concentraciones de selenio en plasma y sangre,
habiendo proporcionado dietas con dosis excesivas de selenito de sodio y
selenometionina (2 pg/g) por un periodo de 12 semanas, las concentraciones de
selenio sanguineo de ratas suplementadas con selenometionina eran
significativamente mayores (P < 0.05) que las ratas suplementadas con selenito de
sodio, y que lo anterior no se observaba en el plasma. Esto concuerda con los
resultados obtenidos por Gerlof (1992) y Jiménez et al. (1998). Ellos observaron
que las concentraciones de selenio plasmatico pueden ser un indicador de cémo

seran las concentraciones de selenio sanguineo en el futuro préximo.

Entonces, las concentraciones de selenio plasmatico observadas en este
estudio tampoco representan un indicador de probable toxicidad en el futuro. El
hecho de que los bolos de liberacion lenta de selenolevaduras proporcionaron su
maxima concentracién de selenio entra la primera y quinta semana muestra que
las concentraciones subsecuentes fueron asimiladas por el animal, sin mostrar

diferencias plasmaticas de selenio con los grupos control.

La similitud de las tendencias de las concentraciones medias de selenio

plasmatico entre los grupos experimentales y el grupo no tratado (Control A) es un
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aspecto que debe ser analizadc, ya que se observan aumentos y disminuciones
en los mismos tiempos. Este comportamiento coincide con los resultados
obtenidos en sangre por Blanco et al. (1988) y Kendal et al. (2001). Es probable
que esta similitud de tendencias corresponda a un comportamiento natural de las
concentraciones plasmaticas de selenio en el animal. Se ha descrito que el
selenuro es el punto de interseccién en la ruta metabdélica de las fuentes organicas
e inorganicas de selenio (Sunde, 1990); y que por tanto, independientemente del
origen quimico del selenio, la cantidad de selenio plasmatico podria ser similar en
los diferentes grupos del presente experimento. Sin embargo, también se ha
observado que el metabolismo del selenio depende no sélo de la forma quimica
que recibe el animal, si no que también de la dosis. Cuando las dosis de selenio
no superan la capacidad que tiene el animal para asimilarlo, éste es incorporado a
selenoproteinas, pero cuando las dosis son altas, entonces la ruta metabdlica del

selenio es la metilaciéon para su posterior excrecion (Suzuki et al., 1995).

A lo anterior se le podria considerar un mecanismo de regulacién vy
prevencion de toxicidad por selenio. Este mecanismo de regulacién puede ser la
razon de que, aun cuando existen diferencias en la forma quimica y dosis
suministrada a los animales, existen fluctuaciones similares entre los grupos
control y experimentales.

11.2. Actividad de la enzima GSHPx
11.2.1. Efecto de tratamientos sobre la actividad de la enzima

Como se puede observar en la Figura 4, la actividad de la enzima tuvo un
comportamiento v ariable e n todos los grupos. La actividad de la G SHPx de los
cuatro grupos se mantuvo dentro de los valores normales, considerados por Puls
(1988), durante todo el tiempo que duré el estudio. Esto quiere decir que en
ningin momento se observo un efecto asociado a la toxicidad por selenio. Se ha
reportado que uno de los posibles mecanismos de toxicidad del selenio es que el
selenio “agota” la actividad de la enzima GSHPx (Hoffman, 1977; EVM, 1999). Lo

anterior puede ser explicado al observarse que las concentraciones maximas de
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selenio en plasma fueron inferiores al las concentraciones reportadas como

téxicas, por lo que no tuvieron un efecto negativo en la actividad de la enzima.

11.2.2. Tendencias de la actividad de la enzima

Al realizar contrastes ortogonales, considerando la actividad de la enzima y
el tiempo, no se observaron diferencias significativas (P > 0.5) entre grupos
(Cuadro 10). En la Figura 4 se puede apreciar que el comportamiento de la enzima
incrementaba y disminuia de manera fluctuante, a excepcion del grupo de selenio
organico; que aun cuando no existieron diferencias significativas, la actividad se
puede observar con un comportamiento mas “lineal o constante” a lo largo del
experimento. Este comportamiento con menos fluctuaciones en la actividad
coincide con el tiempo en que este grupo alcanzé las concentraciones mas altas
de selenio; esto es, de la primera a la quinta semana (Figuras 3 y 4). Esto puede
deberse a que existen diferer:cias en las formas que el selenio es metabolizado en
el organismo. Se sabe, por ejeimplo, que el selenito de sodio puede ser mas toxico
que el selenato de sodio debido a que este no es excretado inmediatamente por
via renal, debido a que éste es captado y conjugado en el higado a una albtimina
(Kobayashi et al., 2001). El selenio organico, en sus formas de selenometionina o
selenocisteina pueden ser incorporado a los tejidos de manera directa o ser
transformado a selenuro, siguiendo una ruta similar a la de las fuentes inorganicas
(Sunde, 1990). La incorporacién directa de los selenoaminoacidos a las proteinas
podria ser el factor que explique | a actividad menos variable de la enzimaa lo
largo del tiempo. Los animales suplementados con selenio organico cuentan con
la reserva de selenio incorporado a las proteinas. El selenio no es solamente
incorporado a las selenoproteinas, éste también es incorporado a proteinas
generales, debido a que la selenometionina (SeMet) puede ser incorporada en
lugar de la metionina (Beilstein and Whanger, 1992). Shiobara et al. observaron
que ratas suplementadas con altas concentraciones de selenio organico
mostraban altas concentraciones de SeMet en pelo, y que lo anterior no ocurria

cuando se las concentraciones altas eran de selenito de sodio.
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Lo anterior sugiere que los animales tratados con bolos de selenolevaduras
podrian haber mantenido la actividad de la enzima sin las fluctuaciones
observadas en los otros grupos debido a las “reservas” de selenio provistas por los
selenoaminodcidos incorporados a selenoproteinas y proteinas generales. Se
puede suponer que existe la posibilidad de que las concentraciones de selenio en
animales que fueron suplementados con selenio organico puedan ser reguladas
mediante la misma ruta metabdlica del selenio, formandose selenocisteina a partir

de selenometionina, via selenuro o transulfuraciéon (Sunde, 1990).

En la semana 9 se observd una disminucién significativa (P < 0.05) de la
actividad de la enzima de los cuatro grupos con respecto a las semanas 1 a 13. Se
descarta la posibilidad de que estos resultados puedan ser adjudicados a un error
en el procesamiento de las muestras, ya que estas fueron procesadas en dias
diferentes, y aun asf presentaron un comportamiento similar. Las respuestas
observadas podrian ser atribuibles al comportamiento de la enzima. Se ha
reportado variacion temporal de la actividad de la enzima GSHPx en ovinos.
Andrés et al. (1999) observaron que la actividad de la enzima tiene relacién con
las estaciones del afio; diferenciando entre el periodo otofio-invierno y prirnavera-
verano. La asociacién que realizaron tiene que ver con la cantidad de cereales que
recibe el ganado y la calidad del forraje. Por otra parte, en otro estudio realizado
en tejidos de corazones y rifiones de rata se observé que de manera ciclica, la
actividad de la enzima GSHPx era mayor en verano (Bellé-Klein et al., 2000).
Martin et al. (2003) realizaron estudios en higados y rifiones de ratones y
observaron que la actividad de esta enzima varia dependiendo de la edad de los
animales y la hora del dia; especificamente, varia con la cantidad de luz. Por lo
anterior, debe considerarse la posibilidad de que el comportamiento similar de las
tendencias de la actividad de la enzima GSHPx en los cuatro grupos analizados

en este estudio fue dependiente de los ciclos normales de variacién de la enzima.
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11.3. Concentracion de proteinas plasmaticas
11.3.1. Efecto de tratamientos sobre las concentraciones de proteinas plasméticas

Al no haberse presentado concentraciones dafinas de selenio en los
animales del estudio, no se presentaron alteraciones en la funcién hepatica por lo
que no se observaron diferencias significativas entre las medias de los grupos

analizados (Figura 5 y Cuadrc 13).

El objetivo de medir la concentraciéon de proteinas plasmaticas era asociar
su posible disminucién a concentraciones altas de selenio, ya que como se ha
observado en distintos estudios, las concentraciones toxicas de selenio pueden
dafar al higado y/o alterar la funcién hepatica (EVM, 1999). Entre los efectos
bioquimicos que se mencionan estan la elevacion de enzimas como la
alaninoaminotransferasa (ALT)y fosfatasa alcalina (FAS); pero ademés, cuando
los efectos dafinos del selenio involucran malfuncién hepatica, se ha visto que
aumenta el tiempo de coagulacién, aumenta el tiempo de protrombina, y
disminuyen las proteinas plasmaticas (Baker, 1987; Jacobs and Forst, 198, citados
en EVM, 1999; Yang, G. et al., 1989, citado en SCF, 2000).

11.3.1. Tendencias de las concentraciones de proteinas plasmaticas

Al analizar el grafico de los perfiles de la concentracion de proteinas
plasmaticas se pudo observar que todos los grupos mostraron un comportamiento
similar (Figura 5). Después de analizar los datos a través de contrastes
ortogonales no se localizaron diferencias significativas entre grupos en los mismos
momentos en que se realizaban las c omparaciones, |o cual indica que en todo
momento las concentraciones de proteinas plasmaticas fluctuaron sin deberse al
efecto del tratamiento.
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11.4. Signos clinicos

Como se esperaba, no se presentaron signos clinicos asociados a toxicidad
por selenio. En el planteamiento del estudio se comentd que los signos clinicos
sélo se podrian haber presentado en el caso de que la concentracién suministrada
a las unidades experimentales no hubiese sido liberada lentamente, lo cual podria
haber ocurrido en el caso de que los bolos se hubieran fragmentado por alguna
causa mecanica, principalmente al momento de suministrarlos a los animales. La
ausencia de signos clinicos de toxicosis se explica debido a que la dosis
suministrada a las unidades experimentales a través de los 4 bolos de liberacion
lenta (8.33 mg de Se c/u) sumada a la inyeccion de selenito de sodio (0.1 mg/Kg
PV) no significo un riesgo de toxicidad. El hecho de que no se rebasaron las
concentraciones maximas tolerables (500 ng/g) en plasma explica el porque no se

manifestaron signos asociados a la toxicidad por selenio.

Como fue contemplado, el mecanismo para identificar una probable
toxicosis subaguda por selenio fue a través de la disminucion de la actividad de la

enzima GSHPXx y la disminucion de las proteinas plasmaticas.

11.5. Peso

Se esperaba que en caso de presentarse problemas de toxicidad subclinica
se m anifestara retraso en la ganancia de peso, pero esto no fue asi. Como se
observo en la Figura 6, todos los grupos incrementaron su peso a lo largo del
estudio sin diferencias significativas (P > 0.05). Existen publicaciones, como la de
Oblitas et al. (2000), que mencionan, incluso, ganancias significativas de peso
cuando el ganado bovino fue inyectado con selenito de sodio a una dosis de 5 mg
de Se/100 Kg de peso corporal. También existen publicaciones como las de
Gabryszuk and Klewiec (2002) en donde no observaron diferencias en ganancia
de peso en corderos retrasados, inyectados con 5 ml de selenato de sodio al
0.1%. Por lo anterior, la forma quimica y via del tratamiento con selenio debe ser

considerada en |a ganancia de peso del ganado. Se debe resaltar que en este
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estudio no se observaron diferencias significativas en ganancia de peso entre los

tratamientos por via oral de selenito de sodio y de selenolevaduras.

11.6. Relaciones entre respuestas medidas
11.6.1. Selenio — Glutatién peroxidasa

En el presente estudio se obtuvieron resultados que no coinciden con
investigaciones previas, que sefialan haber encontrado una alta correlacion entre
las concentraciones de selenio plasmatico con la actividad de la enzima GSHPx
sanguinea y plasmatica (Daun and Akesson, 2004; Oblitas et al., 2000; Pavlata et
al., 2000; Andrés, 1996). Aunque se coincide con resultados de estudios
realizados por Zagrodzki et al. (2000), en los que se sefiala no haber encontrado
efectos significativos sobre la actividad de la enzima GSHPx citoplasmatica
cuando suplementaron con un producto a base de selenio organico. Awadeh et al.
(1998) reportaron que cuando incorporaron dos fuentes diferentes de selenio en la
dieta: selenito de sodio y selenolevaduras, no observaron diferencias significativas

en la incorporacion a selenoproteinas.

En el plasma existen varias selenoproteinas plasmaticas que han
demostrado actividad antioxidante, entre las cuales destacan la GSHPx plasmatica
(eGSHPx) y la selenoproteina P (Behne and Kyriakopoulos, 2001; Arteel and Sie,
2001). La selenoproteina que se encuentra en mayor concentracion en el plasma
es la selenoproteina P.  Las determinaciones de la concentracién de selenio y la
actividad de la enzima GSHPx fueron realizadas en plasma. Al parecer este fue un
factor determinante para explicar la baja correlacion observada en los resultados
de este estudio. En estudios anteriores las correlaciones fueron realizadas con la
actividad de la enzima en sangre completa; y ain cuando se ha reportado que la
actividad de la enzima a nivel plasmatico y sanguineo tienen una alta correlacion (r
> 0.6), también se ha sefalado que la actividad de la enzima eGPx el 10 % en
relacion a la actividad de la enzima GSHPx citoplasmatica (cGSHPx) (Pehrson et
al., 1999; Shiobara et al., 1998).
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Analizando lo que se reporta, se entiende que cuando las correlaciones se
han hecho entre cGSHPx y selenito de sodio, éstas son altas; y que cuando dicha
correlacién de e sta e nzima e s realizada con s elenometioninz, entonces ésta se
observa baja. Y en el caso de la correlacion entre eGSHPx ocurre un caso
contrario.

Las correlaciones significativas observadas de las variables Se — GSHPx en
todos los grupos fueron aisladas, no se puede hablar de una clara correlacion en
alguno de éstos. Con base en los resultados observados en el presente estudio se
puede decir que los tratamientos empleados no influyeron de manara significativa

sobre la actividad de la eGSHPx.

Aunque la mayoria de correlaciones de los cuatro grupos no fueron
significativas (P > 0.05) a lo largo del estudio, se puede apreciar que la correlacion
directa e indirecta del grupo no tratado (Grupo Control A) y el grupo tratado con
bolos de selenolevaduras (Grupo Se organico) fueron mas similares entre si
(Figuras 7 y 9) que con los grupos que fueron tratados solamente con fuentes
inorganicas de selenio (Figuras 8 y 10). También es interesante sefalar que existe
coincidencia entre las semanas en que se presentaron las concentraciones mas
altas de selenio organico (Figura 3) y las correlaciones directas de Se-GSHPx
(Figura 9). Debido a que las correlaciones no fueron significativas, no se puede
asegurar que exista una asociacion de las concentraciones elevas de selenio en

las primeras cinco semanas con un aumento de la actividad de la GSHPx.

Una explicacién para la ausencia de correlacion entre las concentraciones
de selenio y la actividad de la GSHPx en los cuatro grupos es el hecho de que las
concentraciones de selenio estuvieron dentro de los valores normales y, por lo
tanto, la actividad de la enzima no se vio afectada de manera significativa.

Esta idea puede explicar la ausencia de correlacion entre Se-GSHPx que se
observo en este estudio, y de igual manera, se puede entender la razén de la falta
de coincidencia con otros estudios en los que se ha realizado la correlacién de
estas variables. Por lo tanto, cuando se quiera realizar una comparacion de la

correlacion entre Se y GSHPx, sera importante tomar en cuenta si dicha
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correlacion se realiza con concentraciones deficientes, éptimas o toxicas de

selenio.

Otro factor que se ha considerado en esta correlacion es el sexo. Existen
estudios en ratones en los que se sefala que se ha observado que los machos
son mas susceptibles a la toxicidad por selenito de sodio que las hembras (Jacobs
and Forst, 1981; Schroeder and Mitchener, 1971).

Sin embargo, en el presente estudio se observé que el factor sexo no tuvo
efecto sobre la concentracion de selenio o la actividad de la GSHPx (ver Anexo V),
por lo que fue descartado del modelo estadistico. Este resultado podria también
estar asociado al hecho de que las concentraciones de selenio estuvieron, en todo

momento, dentro de los valores normales.

11.6.2. Selenio — Proteinas plasmaticas

Al igual que en el caso de la GSHPx, no se observd correlacion entre los
tratamientos empleados en el estudio y la concentraciéon de proteinas plasmaticas
(Figuras 11, 12, 13 y 14). Como se explicd anteriormente, se e speraba que se
pudiese presentar correlaciéon inversa en la entre Se-proteinas plasmaticas, pero
no se observaron indicios de malfuncién hepatica asociada a toxicidad por selenio.
Los casos en los que se presentaron correlaciones significativas fueron aislados,
por lo que es correcto volver a sefalar que una posible explicacion de estos
resultados fue el hecho de que, en ninglin momento, las concentraciones de
selenio alcanzaron niveles d e toxicidad (por arriba de 500 ng/g), porlo que |las
concentraciones de selenio que recibieron los animales no afectaron la
concentracion de proteinas plasmaticas.
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12. CONCLUSIONES

Existen diferencias en las concentraciones de selenio plasmatico en ovinos
después de haber sido tratados con bolos de liberacién lenta de selenito de sodio
y selenolevaduras. Se demostr6 que los bolos de selenolevaduras mantienen
concentraciones de selenio plasmatico mas altas que las de selenito de sodio. Las
diferencias solo se pudieron apreciar en las primeras cinco semanas después de
haber administrado los bolos de liberacion lenta. Después de la sexta semana, no
se observaron diferencias en las concentraciones de selenio con los animales no

tratados, por lo que el dispositivo asegura ser efectivo sélo durante este periodo.

Ninguna d e | as ¢ oncentraciones observada en este e studio se acercan a
concentraciones de toxicidad, por lo que se concluye que los bolos de liberacion
lenta de selenolevaduras y de selenito de sodio con un contenido de 8.33 mg c/u
que fueron probados en este trabajo no representan un riesgo de toxicidad para el
ganado ovino.

Al no observarse concentraciones cercanas a los limites de toxicidad, no se
pudo detectar ventajas en la disminucién de riesgos intoxicacion por selenio entre
las dos formas quimicas empleadas en este estudio.

Para poder conocer la dosificacion maxima tolerable de selenio en bolos de
liberacion lenta para ovinos es necesario contar con selenolevaduras con una
mayor concentracion de selenio, y que de esta manera permitan incrementar la
dosis total que se suministra al animal. Mediante este procedimiento se podria
contar con un dispositivo que cubriera las necesidades de selenio por un periodo
mayor al observado en este estudio.
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En este estudio no se observo correlacion entre las formas organicas e
inorganicas de suplementacién (selenito de sodio y selenolevaduras) con la

actividad de la enzima glutatién peroxidasa y proteinas plasmaticas.

Se sugiere que para detectar el efecto de la forma quimica en que se
suplementa el selenio sobre la actividad de la enzima glutation peroxidasa y la
concentracion de proteinas plasmaticas es necesario realizar experimentos en los
que se contemplen concentraciones deficientes, 6ptimas y tdxicas de selenio en la
dieta.

Se sugiere que para poder identificar si existen ventajas en la disminucién
de riesgos de toxicidad, empleando selenolevaduras y selenito de sodio, es
necesario realizar la medicion de las concentraciones de selenio y actividad de la
enzima glutation peroxidasa en plasma y sangre completa.
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ANEXOS

Anexo I: Detalles de las unidades experimentales

El peso de los animales oscilé entre los 21.0 y los 46.0 kilogramos. La edad

observada estuvo entre los 145 y los 204 dlas de nacidos

Los animales fueron distribuidos en forma aleatoria, teniendo cuatro grupos

con las sigulentes caracteristicas al inicio del experimento:

Edad
Grupo Sexo PesoKg Dias
H 32.0 169
Control A H 27.5 1582
M 37.0 152
H 31.0 150
Control B M 25.0 149
M 34.0 145
H 35.0 153
H 34.0 164
Se H 36.0 164
Organico M 46.0 155
M 27.0 154
M 31.5 162
H 39.0 162
H 26.0 161
Se H 27.5 157
Inorganico M 21.0 157
M 27.0 151
M 27.5 204

ESTA TESIS NO SALL

DE LA BIBLIOTECA
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Anexo II: Descripcién de métodos de cuantificacion

Glutatiéon peroxidasa en plasma

La determinacién de la actividad de la enzima glutation peroxidasa fue
realizada siguiendo la metodologia descrita por Flohe and Giinzler (1984), y
Lawrence and Burk (1976). Para ello se preparé un volumen de 1000 ml de buffer
de fosfatos con pH 7.0 y una mezcla de reaccion.

Buffer de fosfatos pH 7.0

En un matraz de aforo de 1000 ml se colocaron los siguientes reactivos:

REACTIVO FORMULA PM 1L
Fosfato de potasio monobisico KH,PO, 136.1 5.4250 g
Fosfato de potasio dibasico K,HPO4 1742  148375g
EDTA 55 mM C, o H N,ONa,2H,0 3722 1.6300g
Azida de sodio 4.7 mM NaN, 65.01 0.3050 g

Una vez que se colocaron los reactivos en el matraz de aforo, se agregd
agua desionizada y se ajusté el pH a 7.0 con HCI 1N. Una vez ajustado el pH, se
llevo a la marca de aforo con agua desionizada.

El buffer fue almacenado en un envase de vidrio con tapa a temperatura
ambiente. )

Peroxido de hidrégeno

Cada dia de las determinaciones se diluyeron 33 pl de H20, al 30 % en un
volumen aforado de 200 ml de agua desionizada. Esta dilucién fue mantenida en
el mismo matraz a temperatura ambiente durante las determinaciones.
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Mezcla de reaccion

Se reallzd el calculo necesario de reactivos para un dla de trabajo (8 hrs.),
esto es para 30 muestras con sus respectivos 30 blancos. La mezcla de reaccion
fue preparada el mismo dla de las determinacionsas, utliizando los siguientes
reactivos:

REACTIVO PARA 60 ENSAYOS
NADPH 13.98 mg
Glutatién reducido 91.98 mg
Glutatién reductasa 20.9 L
Buffer de Fosfatos pH 7.0 48.0 ml

Una vez preparada la mezcla de reaccién, ésta fue mantenida en hielo
durante el dia de trabajo para minimizar la conversiéon de NADPH a NADP.

Procedimiento

LLas muestras a procesar fueron descongeladas a temperatura ambiente y
mantenidas en refrigeracién durante el dia de trabajo.

El espectrofotémetro U V-visible fue e ncendido hasta su e stabilizacion p or

un tiempo de 30 min., seleccionando ambas lamparas (UV y Vis) a una longitud de
onda de 340 nm.

Para cada muestra se preparé un blanco de reactivos siguiendo estos
pasos:

Blanco Muestra

Buffer de fosfatos 100 pl 50 ul
Muestra — 50 ul

Mezcla de reaccion 800 pl 800 ul
Reposo 8 min. 8 min.

HzOz 100 ]J,I 100 p|

Agitar e introducir celda al espectrofotémetro

Lectura (absorbancia inicial) 15 seg. 15 segq.
Lectura (absorbancia final) 5 min. 5 min.
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Con las lecturas de las absorbanclas iniciales y finales se procedi6 a

realizar los siguientes calculos:

Calculos

Se realizd el célculo del nimero de nanomoles de NADP oxidados por
minuto, por mililitro de muestra. Las formulas para calcular las absorbancias del
blanco y de la muestra fueron las siguientes:

Blanco Muestra
AbS iigar = AbSpnyr _ AA, ADS inigiat = ADS ingy _ M
Tiempo total min Tiempo total min

La diferencia de las absorbancias del blanco y de la muestra de la allcuota
tomada fue multiplicada por el coeficiente de extincion de NADP, el cual es

1607.7. Esta parte del calculo queda expresada con la sigulente férmula:

A, — A4, nmoles NADPH oxidadas
; *1607.7 = : =
Alicuota muestram!) min* m! muestra

Protefnas plasmaticas

Las protefnas plasmaticas fueron determinadas empleando el método de
Biuref. En la metodologfa que proporciona el Kit del fabricante se recomienda
realizar la lectura en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 540 nm. Sin
embargo, después de realizar una prueba de barrido el pico maximo observado se

ubicd a 545 nm, por lo que se procedié a utilizar este resultado.
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Procedimiento

El espectrofotémetro U V-visible fue encendido hasta su e stabilizacién p or
un tiempo de 30 min., seleccionando una longitud de onda de 545 nm. De igual
manera, se éncendio el bafio marfa hasta que la temperatura fue estabilizada a 37
°C. Posteriormente se prepararon las muestras, blanco de reactivos y estandar de

prueba de la siguiente manera:

| BLANCO | ESTANDAR | MUESTRA

Reactivo de Biuret 1 m! 1mi 1mi
Agua destilada 20 —— —_—
Estandar —_— 20 pl —_—
Muestra e —_— 20 yl

Posteriormente, cada una de las preparaciones fueron agitadas y colocadas
en bafio marla a 37°C durante 10 minutos. E! espectrofotdmetro fue ajustado
acero colocando dos blancos de reactivos en las celdas de cuarzo del equipo,
posteriormente se leyeron los estandares de prueba y las muestras.

Se prepararon tres estandares de prueba para cada 18 muestras (todas las
muestras de un dia de muestreo). El promedio de las lecturas de las absorbancias
de los estandares de prueba fue tomado para realizar los siguientes calculos:

Calculos

La concentracién de proteinas totales en plasma fue obtenida empleando
esta fébrmula:

4 .
g/ml de protefnas = bsorbanciamuesira | Valor del estandar (8 g/ mi)

Absorbancia estdndar
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Selenio plasmatico

Para la determinacién de selenio plasmatico fue necesario someter la
muestra a un proceso de mineralizacién, el cual fue realizado al someter a
muestra a una digestion acida en horno de microondas. Después de este proceso
se cuantificé la concentracién de selenio en plasma. Todo el material que tuvo
contacto con la muestra fue lavado con acido nitrico al 10 % y enjuagado con agua

desionizada.

Digestién de la muestra

Se pes6 un gramo de muestra colocando un vaso de teflén para digestion
en homo de microondas. Después de pesar, a la muestra se la agregaron 10 ml
de H,O desionizada, 5 ml de HNO; y 2 m) de H20., y se dejé en reposo por 30
minutos. Al transcurrir este tlempo la muestra fue sometida a digestion. Se
utilizaron los 14 sistemas (vasos de digestion) con que contaba el homo de
microondas, y el método empleado consistié de dos pasos con una duracion total
de 17 minutos. El método fue controlado a través de la temperatura, y los pasos
fueron los siguientes:

Paso Rampa | Temperatura | Presién | Mantenimiento | Potencia
1 5 min. 120 °C —- 2 min. 1200 Wis
2 5 min. 170 °C — 5 min. 1200 Wits

Después de dejar enfriar los sistemas, las muestras digeridas fueron
recuperadas y aforadas en matraces de 50 ml con HCI 7M. Posteriormente, las
muestras fueron c olocadas en envases de plastico con retapa y tapa de rosca,

fueron identificadas, y fueron mantenidas a temperatura ambiente hasta su lectura.




Cuantificacién en Absorcion Atémica por Generacion de Hidruros

Para la generacién de hidruros se utilizé HCl 7M y una solucién de NaBHj
0.6 % y NaOH al 0.5 %. En todo momento se ufiliz6 HC! 7M como blanco y

solucién de enjuague entre cada una de las lecturas.

Se preparé una curva de calibracién con cinco puntos: de 1 a 5 ppb;
empleando, de igual manera, HC| 7M para su preparacion.

E! espectrofotdmetro de absorcion atémica fue ajustado con los siguientes
parametros:

Longitud de onda 196.0 am
Amplitud de Sir 1.0 am
Corneute de limpar 10.0 mA

Los pardmetros de medicién fueron los siguientes:

Modo de calibracién Concentracién
Modo de medicién Integrado
Reéplicas de! estindar 20

Réplicas de 1a muestra 5

Tiempo de medicién 5 seg.

Los parametros de la flama fueron los siguientes:

Tipo Aire / Acedleno
Flujo de aire 13.50 L/min.
Flujo de acetileno 2.10 L/min.
Altura del quemador 6.2 mm
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Célculos

El espectrofotémetro de absorcion atémica proporciond la concentracién de
la muestra aforada a S0 ml por lo que se utilizd |la siguiente operacion para

conocer la concentracion de selenio por gramo de muestra:

ng/lg Se = @fnfracién de muestra aforada (ng/g)_@

peso de la muestra

Signos clinicos

Se realiz6 permanentemente | a e xploracion de |os animales en busca de
signos clinicos que se reportan en casos de intoxicacion por selenio (Back et a/.,
1981; Humkpreys, 1988; NRC, 1983), los cuales son:

s [Inapetencia

» Apatia ( o cambios de conducta)
+ Peérdida de peso

o Deformacién de pezufias

e Allento con olor a ajo

o Diarreas
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Anexo lIl: Medias de las respuestas medidas
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Glutatibn peroxidasa
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Protelnas plasmaticas
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Anexo |V; Resultados analizados
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34.5
1.5
32.0
16.0
34.5
26.5
31.0
28.5
26.0
30.0
38.0
30.0
40.0
26.0
21.0
16.0
37.5
29.0
34.5
31.8
2.0
36.0
3.5
26.5
31.0

26.0
30.0
8.0
0.0
ab.0
25.0
21.0
46.0
37.5
29.0
34.5
31.5
15.0
34.5
26.5
31.0
28.5
25.9
10.0
38.0
30.0
40.0
26.0
2.0
46.90
37.5
29.0
34.6

26.0
30.0
38.0
310.0
40.0
26.0
21.0
45.0
37.%5
29.0
34.5
31.5
32.0
316.0
4.5
26.5
1.0
28.5

l0.0
8.0
30.0
10.0
26.0
2.0
46.0
7.5
29.0
34.5
31.5
32.0
6.0
34.3
26.5
A1.0
28.5
26.0
30.0
18.0
10.0
40.0
26.90
21.0
46.0
37.5
23.0
34.5
J1.5
32.0

34.5
26.5
1.0
28.5
26.0
30.0
3g.0
30.0
10.0
26.0
21.0
i6.0
37.8
29.0
34.5
31.5
36.0
34.%

3L.0
28.5
26.0
0.0
38.v
Jo.0
$0.0
26.0
2.0
46.0
37.%
29.0
.5

NWRWENdhLMOaBNGGLWWAOWREWSREEWEF D BRDEWWEELRBRLMNWARD & WwrmbddsNeWU  FPWRWERELERD &WwrEdDd DWW MELRNW=LANS AW

19/09/20
19/08/2 0
19/05/20
19/0%/20
26/0%/20
26/05/20
2€/05/20
26/09/20
26/09/20
26/09/2 0
26/0%/20
26/09/20
26/09/20
26/09/20
26/09/20
26/09/20
26/05/20
26/09/20
26/09/2 0
26/05/2 0
26/09/2 0
26/09/20¢
93/10/20
03/10/20
03/10/2 0
03/10/20
031/10/20
601/10/20
03/10/20
03/10/20
03/10/20
03/10/20
03/10/20
03/10/20
03/10/20
031/10/20
03/10/20
6a/10/2 0
03/10/20
03/10/20
10/10/20
10/10/20
10/10/20
10/10/20
10/10/20
10/10/20
10/10/2 0
10/10/20
10/10/2 0
10/10/2 0
16/10/2 0
10/10/20
10/210/20
10/10/20
10/10/20
10/160/2 0
10/10/20
10/10/2 0
17/10/2 0
17/10/20
17/10/2 0
17/10/20
17/10/20
17/10/2 0
17/10/29
17/10/20
17/10/20
17/10/2 ¢
17/10/20
17/10/20
12/10/2 0
17/10/2 0
17/10/20
17/10/20
17/10/20
24/10/20
24/10/20
24/10/20
24/x0/20
24/10/2 0
24/10/20
24/10/20

484.235
339.546
458.805
284 .884
197.426
100. 984
147.908
161.413
137.6%9
142,12)
116.398
147.508
139.5¢0
207.072
145.195%
127.973
160.127
290.02%
207.715
179.419%
197.426
242.441
172.986
264.949
295.817
273.952
261.020
257.103
331.186
318.903
261.091
265.592
61,4665
223.792
270.717
308.0235
346.620
262.377
167.842
272.666
349.836
245.014
308.678
263.020
3136.974
316.395
31).823
311.251
277.811
300.9612
288.526
272.866
15%.765
347.263
148.545
292.601
$50.477
281.669
189. 709
437.254
438.581
487.455
156.909
267.521
198.710
152.728
448.227
100.037
270.454
123.185
488.741
418.002
267.521
440.510
291.315
356.266
128.776
204 .499
206 .429
1B7.116
196.06%
181.992
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236 725 N 164 J1.5 3.5 3 24/10/20 13 67.57 150.481 7.5095
23? 726 R 164 32.0 32.0 1 24/10/20 11 69. 30 221.220 7.2M1
238 728 M 155 6.0 6.0 3 /10/20 13 82. 29 250.801 7.3230
239 730 K 154  3¢.5 34.5 b 14/10/20 13 99. S5 247.441 7.2717
240 732 W 162 26.5 26.5 4 24/10/2 0 13 101. 92 255.946 7.0101
241 734 K 162 31.0 31.0 2 24/10/20 13 71.56 293.888 8.4007
242 738 K 181 28.5 28.S & 24/10/2 0 13 100. 30 325.257 7.9726
243 876 N 157 26.0 26.0 4 24/16/20 13 100. 94 292.60% 8.5416
244 878 H 157  10.0 30.0 1 24/10/20 13 87. 46 246.300 8.0018
245 79 H 181 38.0 38.0 3 24/16/20 13 100. 25 422.504 6.0865%
246 880 M 204 30.0 30.0 4 24/10/20 1) §4.0 7 235.367 7.211)
247 17} H 169 40.0 46.0 4 31/108/20 14 116. 74 349.83¢ 7.6926
248 703 M 182 26.0 6.0 2 31/10/20 14 78. 94 250.158 §.523)
249 713 M 152 21.0 21.0 q 31/10/20 14 100. 20 239.865 7.333%
250 735 M 150 46.0 46.0 3 J1/10/2 0 14 75. 6% 22).149 7.4635
25, 717 M 145 17.5 37.5 3 31/10/2 0 14 53.55 252.730 6.9669
252 122 M 145  29.0 29.0 3 33/10/20 14 96. 73 159.1S§ 7.2242
253 723 M 153 34.5 34.5 2 11/10/20 14 75. 587 246,300 6.2562
254 725 N 164 1.5 31.5 3 21/10/26 14 68.15 36).963 7.0229
255 726 H 165 12.0 32.0 1 31/16/20 14 65. 65 351.76S 6.6752
256 728 H 155 16.0 316.0 3 I/10/20 14 B2. 36 141.478 8.0091
257 730 K 154  34.5 34.5 3 11/18/2 0 14 82, 66 186.422 7.0192
2586 732 W 162 26.5 26.5 4 31/10/20 14 105. 07 124.114 7.52%7
259 734 H 162 1.0 31.0 2 31/10/2 0 14 71,14  201.284 7.2461
260 738 M 161 28.5 28.5 4 31/10/20 14 102. 10 194.210 7.5901
261 @76 M 157 26.0 26.0 4 31/10/20 14 106. 91 257.232 B.63a6
252 678 H 157  30.0 30.0 1 31/10/2 0 14 . 150.995 6.6305
263 875 K 151 18.0 38.0 3 31/16/20 14 . 345.324 6.9163
264 680 M 204 10.0 30.0 I 31/10/20 14 . 259.161 7.4317
265 371 H 169 40.0 40.0 4 06/11/2 0 15 . 303.534 7.5133
266 709 M 152 26.0 26.0 2 06/11/20 15 . 231.503 6.4912
267 713 M 153  21.0 21.6 4 05/11/20 15 . 174.275 6.4966
6 715 M 150 d46.0 46.0 3 06/11/2 0 15 . 171.059 6.2713
269 717 K 149 17.5 37.5 1 06/11/2 0 15 . 154.210 6.4639
270 721 M 145  29.¢0 29.0 3 06/11/20 15 . 312.060 6.7492
27} 723 N 153 M.5 3.5 2 06/11/2 0 15 . 176.204 6.5834
272 725 M 164 31,5 31.5 b} 0s/11/2 0 15 . 265.592 6.2322
273 726 X 164 12.0 32.0 1 06/11/20 15 . 230.866 6.1786
274 728 H 155  36.0 36.0 3 06/11/20 15 . 221.861 6.6980
279 730 M 154 34.5 4.5 3 06/11/2 0 15 . 243.084 6.0250
276 732 N 162 26.5 26.5 q 06/11/2 0 15 . 200.541 6.4078
277 734 X 162 1.0 3.0 2 0s/11/2 0 15 . 246.94) §.3761
278 738 H 161 28.5 28.5 4 06/11/20 15 . 208.100 6.5814
2719 676 M 157  26.0 26.0 4 06/11/20 15 . 277.168 5.5565
200 678 H 157 30.0 30.0 1 06/11/2 40 15 . 244.320 §.3005
200 879 H 151 38.0 5.0 3 06/11/2 0 15 . 436.17:6 6-1250
202 680 M 204 30.0 30.0 4 06/11/20 15 . 264.949
Anexo V: Efecto del sexo y peso
The SRS System 1875

T he Mixed Procedure

Model Informati on

Lat a Sat WORK .SELENIO

Dep endent Variable 5o

Cov arlance Structu re Coap ound Symmetry
Subj ect Effect ANIM{ CRUPO)

g3t imation Method REML,

Res idual Vvariance Mathed Prof {le

¥ixed Effectns SE Method Hode 1-Based

Deg rees of Preedom Method Eotween-Within

93



Cla a5 Level Information

C laes Levela Values
ANIM 18 371 709 713 715 717 721 723
725 726 728 730 732 734 738
876 672 879 880
<G RUPO ~ 12134
S EMANA 16 032345 876891011 12
13 14 15
S EXO 2 HHM
Dimengions
Covarianc e Parameters 2
Columns {n X a3
Columna in 2Z ]
Subjeces 18
Max Cbs Per Subject 15
Obaerxvati ong Used 261
Observati ona Net Used 21
Total Obe ervations 282
Treration Histo ry
1terac lon Bvaluaci ong -2 Reg Log Like Cr {terion
1] 1 2101.8 31135948
1 2 2100.0 1512046 0. 00000013
2 1 2100.0 1500251 0. 00000000

Covari ance Paramdter Zscimakes

Cov Parm Subject Batimate
=] ANIM (GRUPO) 68.165)
Residusl 1331.53

Pit Stacistics

RéB Log Like liboed -1050.0
Akalke's Inf ormatfon Criter loao -1052.0
Schwarz'a Bayeasian Criterion -1052.9
-2 Ren Log L {kelihood 2100.0

The SAS Syatem

T he Mixed Proced ure

Null Mod el Likelihood Ratio Test

DF Chi -8quare Pr > Chisq
1 1.62 0.1777
Type ) Tests of Fixed BRifects
Num Den
Effect D?P v} F Value P > P
Q9 RURQ k] 12 10.5) 0.0 011
§ RMANA 14 187 33.63 <.0 00}
OR UPO* SEMANR 42 187 2.06 8.00 08
5 EXO 1 12 8.47 0.0131
P 280 12 0.62 0.4 469

1878

The SAS System
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1851

T he Mixed Procedure

Model Informati om

par a Bet WORK . GELENIQ

Dep éndent Variable Se

Cov ariance Brructure Comp cund Symmetry
Sub ject Effect ANIH (ORUPD)

Bst fmation Mechod REML

ReB fdual Variance Hethod Prof tle

Fix ed Rffecrs SB X ethod Mode 1-Based

Deg recs of Freedom Metbod Berw ecn-Within

€la g5 Level Information
Class Leveld values
ANTIM 18 371 709 713 71S 717 721 723

725 746 7728 730 732 734 73 8@
875 878 879 88O

JrRUPO 4 Y 234
S EMANA 16 6 L2345 67489101 12
11 14 1S
§ EXO " H M
Dimensions
Covarianc @ Parametersa 2
Columms {in X 83
Coluwms {n Z Y
Subijects 18
Max Obs Per Subject 18
Observali ong Used 261
Obgervati ons Kot Used 21
Total Obse rvations 282

Iteration Hisctory

Itarat fon gvaluasti one -2 Res Log Like Cr iterion
0 e 2101.8 3135946
1 2 2100.01 512046 0.0 0000013
2 1 2100.0 1500231 0. 00000000

Covarl ance Parameter Eatimates

Cov Parm Subject Eatimate
cs ANIM (ORUPO) 66.1R05)
Regfidual 33)1.53

Pit Statistics

Res Log Like lihood -1650.0
Akaike‘s Inf oxrmarion Criter fom -1052.0
&chwarz'a Ba yedfan Criterion =1052.%
-2 Red Log L ikelfhood 2100.0
The SAR System 1B54

T ne Hixed Procedvure
Null Model Likelibood Ractio Test
DpP Chi -Square or > Chigq

1 1.82 0.1777
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Type ) Test3 of Pixed Bffectsa

Num Den
E flect DF DF F Value Pr > F
G RUPO 3 12 10.51 0.0 01)
& EMANA 14 187 313.83 <.0 001
G RUPO*SEMANA 42 187 2.06 0.0 0068
S EXO 1 12 8.47 0.013)
? BSO INICIAL 1 12 0.62 0.4 469
Contraats
Num Den
Label b DF P value Pr > F
TESTIGO NEG VS BELENIO 1 11 7.6} 0.0161
ORGQANI CO V§ INORGANICO 1 1] 2.73 0.122%
TESTIGO VS BOLO 1 13 20.04 0.0006
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Anexo VI: Matriz de correlaciones

The SAS Systam

Pearson Comeladon Coeficlents, v 3
Prob > {r] under HO: Rho=0

Semana GRUPO=1

Semana GRUPO=2
0

Semana GRURD=3
0

Semana GRUPO=4

0 —_— — _— 0 —_—
Se GSHPx  P.plss Sa GSHPx P.plas Se GSHPx P plas Se GSHPx P.plas
So 1 0.9717¢ -~ 1 0.99919 0.98356 1 029718 0.12964 { -0.44013 0.00258
0.18668
0.1816 0.8805 0.0256 0.1158 0.6673 08068 03824 0.9561
GSHPx - 1 0.41309 | 0.93919 1 0.99002 | 0.28718 s -0.2972 - 1 -
0.97179 0.44013 0.87153
0.1518 0.7288 | 0.0258 0.098 | 05673 05873 0.3824 0.1441
P. plas 0.41309 1 0.,986358 0.9%002 1| 0.12664 -0.2972 ¢| 0.00258 -0.87183 {
0.18668 )
0.8808 0.7289 0.1158 0.09 0.8088 05873 0.996 0.1441
—— | Semans GRUPO=9 ——— [Semana GRUPDO=2 —— |Semana GRUPO=3 Semana | Semana GRUPO=4
— ] _— § — — 1 — 1 1 —_—
Se GSHPx P.plas Sa GSHPx P.plas Se GSHPx P plas Se GSHPx P.plas
Se 1 0.59924 - 1 -1 -1 1 0.53688 0,38626 1 0.25408 0.27567
0.95184
0.0246 0.1938 0.2718  0.44%4 0.8271 05914
GSHPx | 0.96524 { - -1 1 1] 0.53896 1 -| 0.25409 1 -
0.98287 0.31031 0.10082
0.0248 0.174 02719 0.54856| 0.6271 0.7172
P. plas - -0.96287 1 -1 1 1038826 -0.31031 1| 0.27667 018082 1
0.95164
0.1888 0.174 0.4494 0.5495 0.5914 0.7472
———— | Semana GRUPC®=) ——~—|Semana GRUPO%2 ———|Semana GRUPO=3 -—— |Semana GRUPO=4
_— 2 —_—— —— 2 —_— — 2 _— 2 —
Se GSHPX P.oplas Se GSHPx P.plas Se GSHPx  P.plas Se GSHPx P. plas
Sa | 0.22726 0.85832 1 0.87083 099718 1 0.18728  -0.501 1 019534 -
0.02434
0.854 0343 0.532 0.0478 0.7224 0.3114 0.7107 0.9627
GSHPx | 0.22726 1 0.60475| 0.87083 1 0.72437| 0.18728 1 051275 - 1 -
0.18534 0.89899
0.854 0.511 0.532 04843 | 0.7224 0.2883| 0.7107 0.0148
P. plas | 0.85832 0.69475 1| 0.988718 0.72437 1] -0.501 0.51278 ) - -0.09899 1
0.02484
0.343 0511 0.0478 0.4843 0.3114 0 2883 0.8627 00148
————| Semana GRUPO=1 —ww--|Samans GRUPOz2 -——-|Semana GRUPD=3 —— | Samana GRUPO=4
—_— 3 — — 3 —_——— 3 —_—— 3 —_—
Se GSHPx P, plas Sa GSHPx  P. plas Sa GSHPx P.plas Sea GSHPx P.plas




Sa 1 1 1 1 0.83229 - 1 -0.02084 (45398 1 -0.4720 027873
0.56615
0.3741  0.6189 0.9563 0.3658 0.4211 0.6488
GSHPx 1 1 -1 0.83229 1 - - 1 04729 1 023486
0.92815 | 0.02064 0.11617
0.3744 0.2428 | 0.9553 0.8265| 0.4214 0.7037
P. plas 1 -1 1 - -0.92815 1| 046388  D.11847 1| 0.27873 023488 {
0.56815
0.6169 0.2428 0.3858 08265 0.6498 0.7037
——— | Semana GRUPO=§ ——[Semana GRUPCx2 —  |[Semana GRUPO=3 — |Semana GRUPO=4
—_ 4 — q —_—— 4 _—— 4 _—
Se GSHPx P.plas Se GSHPx  P.plas S& GSHPx P plas 8a GSHPx  P.plas
Sa 1 0.91378 0.90852 1 082425 . 1 -0.2802 0.41706 1 0.9012 -
0.50822 0.42539
0.2663 0.2744 0.2494 0.2778 0.5782 0.4107 0.0367 0.4752
GSHPx | 0.01378 1 0.998B2 - 1 0.999 - 1 -| 06012 1 001124
0.82428 0.2392% 0.12706
02663 0.0081| 0.2494 0.0285| 0.5762 0.8104| 0.0367 0.6857
P. plas | 0.90852 098992 1 - 0.999 110.41706 -0.12706 1 - 0.01121 {
0.90822 0.42539
0.2744 0.0081 0.2779 0.0285 0.4107 08104 0.4752 0.9857
——— | Semana GRUPO={ —— |Semans GRUPO=2 ———|Semans GRUPO=3 ———— | S8emana GRUPO=4
—_— 6 —_ _— 5 _— 5 —
Se GSHPx  P. plas Se GSHPx P, plas Se GSHPx P, plas Se GSHPx  P.plas
Se 1 0.92288 0.87296 1 -0.85815 0.28578 1 0.63108 0.60878 1 -004895 0.21662
0.2517 0.3244 0.1892 0.9287 01704 02015 09377 07284
GSHPx | 0.62288 1 061779 - 1 0.0282]0.63108 1 0.56518 - 1 -
0.95615 0.04895 0.04807
0.2517 0.5781| 0.1892 0.082| 01791 0.2425| 098377 09388
P.plas | 0.87206  0.81779 1] 0.268579 0.0282 1| 080878  0.58516 V| 0.21882  -0.04807 1
0.3244 0.5784 0.8287 0.982 0.2015 0.2425 0.7264 0.9388
—— | Semgns GRUPO=¢ ———u-|Somana GRUPO=2 .——|Semang GRUPQO=3 ——— |Semana GRUPD=4
e 8 —_— [ — -3 _ <] —_
Se GSHPx P.plas Se GSHPx P.plas Se GSHPx P, plas Se GSHPx P_plas
Sa § 0.7713 0.75781 1 09118 - 1 0.386875 - {1 -0.84827 -
0.85829 0.25856 0.48085
0.4392 0.4525 0.2834 03429 0.4745 06236 00338 0.3577
GSHPx | 0.7713 1t 0.99678( 09118 1 -1 0.36875 1 - - 1 035965
0.95339 0.44774 | 0 84627
0.4392 0.0133| 0.2884 0.0735| 0.4745 0.3733| 0.0328 0.4838
P. plag | 0.76781 0,99878 1 - <096333 1 = 0.44774 1 - 035965 1
0.8583d 0.25658 0.48085
0.4525 0.0133 0.3429 0.0735 06236 03733 0.3577 0.4838
———| Semana GRUPO={ ———|Semana GRUPO=2 —  [Semane GRUPO=3 —  |Semana GRUPO=4
—_— 7 —_— — 7 _— 7 _ 7 J—
Se GSHPx P. pias Se GSHPx P plas Sa GSHPx P.plas Sa GSHPx P.plas
Se i 0.14403 0.06638 { -1 0.85622 1 0.03551 0.50437 1 046142 -
0.0923%
0.008 0.9577 0.001 0.3468 0.9488 0.3076 0357 0.8618
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GSHPx - 1 0.07782 -4 | - - 1 0.3352% - { -07809
0.14403 0.85441 | 0.03551 0.46142
0.08 0.1343 0.001 03478 | 0.9468 0.616 0.357 0.0687
P. plas | 0.06638 0.97783 1| 085522 -0.85441 1| 0.50437 0 33521 1 - -0.7609 1
0.09239
0.9577 0.1343 0,3468 0.3478 0.3078 0,518 0.8818 0.0687
——— [ Samana GRUPO={ ——|8emana GRUPO=2Z — — |Semana GRUPO=83 ————|Semane GRUPO=4
_— 3 —_—_—— 8 —_— 8 —_— — 8 —
Sa GSHPx P. plas Se GSHPx P.plas Se GSHPx P plas Se GSHPx P.plas
Se 1 -0.61949 - 1 -091384 047602 1 -0.63353 0.25054 1 -0.48607 0.621
0565962
0.5747  0.6219 0.2662 0.6842 0.1768  0.8321 0.3515 0.1882
GSHPX - 1 0.89725 - 1 - - { - - 1 -
0.61949 0.91384 0.07789| 0.83353 0.33854 | 0.46807 0.5159¢
05747 00472 0.2882 0.9504| 0.17¢B 0.6137| 0.3515 0.2947
P. plas - 0.99725 1] 047602 -0.07783 1] 025054  -0.336%4 1 0.621 -0.51599 1
0.55962
0.6219 0.0472 0.8842 0.5504 0.6321 05137 0.1882 0.2847
———— | Semana GRUPC=1 ——|Semana GRUPO=2 ——|8emana GRUPO=3 ———|Semana GRUPO=4
—_— 0 —_— — 9 _—— ) _—— ) —_—
So GSHPx P.pias Se GSHPx  P.plas Ss GSHPx  P.plas Se GSHPx P.plas
=7 1 -0.82087 - 1 088794 0.76483 1 <0.34532 0.64166 1 -0.71308 0.63672
0.57938
0.5862 0.60668 03043 0.4456 05028 0.0356 0.1117 0.285
GSHPx - 1 0.99768 - 1 - - 1 - - 1 .
0.82987 0.88794 0.38281 | 0.34332 0.48607 | 0.714308 0.68279
05662 0.0404 | 02043 0.7490| 0.5026 0.3283| 0.11¢7 0.2449
P. plas . 0.89789 1] 0.76483  -0.3828% 1]0.84166 -0.48507 1] 0.51572  -0.56279 1
0.57939
0.8066 0.0404 0.4456 0.7439 0,0356 03283 0.285 0.2448
———| Semana GRUPO=1 ———|Samana GRUPO=2 ——|Semana GRUPO=3 ——|Semana GRUPO=4
—— 10 —_— 10 —— 10 R — 10 _
Se GSHPx P, plas Se GSHPx P plas Se GSHPx  P.plas Se GSHPx P plas
1 0.97021 - 1 0.80040 - 1 0.08852 - 1 0.83523 0.5379%
055714 0.20179 0.60275
Se 0.1588 0.6228 0.4092 0.8706 0.8678 0.2054 0.1753 02708
0.97021 1 - | 0.80048 § - | 0.08852 1 02075|0.63523 1 045494
0.33934 0.74858
GSHPx | 0,1558 0.7796 | 0.4092 0.4815| 0.8878 0.6932| 0.1753 0.3647
= 033934 1 - 074858 § - 02075 1]0.53768  0.45404 {
0.56714 020179 0.80275
P.plas| 0.6238 0.77¢6 0.8708 0.4615 0.2034 0.58932 0.2708 0.3847
——— | Semana GRUPO=1 — | S¢mana GRUPO=2 ———|Semama GRUPO=3 ——— [Semana GRUFO=4
_— 11 _ i1 — — 1§ —_—— 11 —_—
Ss GSHPx  P. plag Se GSHPx  P.plas Se GSHPx P. plas Se GSHPx  P.plas
Se 1 0.74215 0.75978 )} 0.26819 - 1 048851 0.01318 1 024611 081833
028081
04678 0.4508 08285 008188 0351 0.9802 06383 0.1926
GSHP< | 0.74216 1 0.09964 | 0.26519 1 0.85039 . 1 0.77083] 0.24811 1 035603
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0.48651

0.4676 0.017| 0.8285 0.3527 0.351 0.0720| 0.6383 0.4885
P. plas | 0.75976 0.99964 1 - 0.85039 1]0.01318 0.77063 1] 0.61633 0.35603 1
0.28081
0.4506 0.017 0.8188 0.3527 0.9802 0.0729 0.1926 0.4885
ssmeeeee | Semana GRUPO=1 +———v|Semana GRUPO=2 -———|Semana GRUPO=3 -—————|Semana GRUPO=4
S 12 PR —— 12 S 12 - o —— 12 —
Se GSHPx P. plas Se GSHPx P.plas Se GSHPx P.plas Se GSHPx P.plas
Se 1 =1 =1 1 =0.28574 - 1 0.30859 0.33333 1 -0.51461 0.32692
0.61894
0.8155 05751 0.5518 0.5185 0.29062 0.5271
GSHPx -1 1 1 - 1 0.92855| 0.30859 1 0.72337 - 1 057199
0.28574 0.51461
0.8155 0.2404 | 0.5518 0.1042| 0.2962 0.2356
P. plas -1 1 1 - 092955 1] 0.33333 0.72337 1) 0.32692 0.57199 1
0.61894
0.5751 0.2404 0.5185 0.1042 0.5271 0.2356
———— | Semana GRUPO=1 -———|Semana GRUPO=2 -————|Semana GRUPO=3 -———|Semana GRUPO=4
e 13 B et 13 B el 13 — — 13 e
Se GSHPx P.plas Se GSHPx P. plas Sa  GSHPx P.plas Se GSHPx P. plas
Se 1 -0.54752 0.90985 1 -0.8215 - 1 029116 0.38147 1 0.10851 0.12852
0.15461
06311 02724 0.3863 0.9012 0.5756 0.4555 0.8408 08112
GSHPx - 1 -| -0.8215 1 0.69037 | 0.20116 1 -| 0.10651 1 -
0.54752 0.15094 0.71772 0.22459
0.6311 0.9035| 0.3863 0.5149| 0.5756 0.1083 | 0.8408 0.6688
P. plas | 0.90885 -0.15084 1 - 0.69037 1] 0.38147 0.71772 1] 012652 -0.22459 1
0.15481
0.2724 0.9035 0.8012 0.5149 0.4555 0.1083 0.8112 0.6688
=== | Semana GRUPO=1 -————|Semana GRUPO=2 «w—-—w|Semana GRUPO=3 -————|Semana GRUPO=4
e 14 —_— 14 T 14 e e 14 e
Se GSHPx  P. plas Se GSHPx P. plas Se  GSHPx P.plas Se GSHPx P.plas
Se 1 1 -1 1 0.83079 - 1 -0.68726 0.1448%9 1 0.69825 0.25925
0.75893
. . . 0.2382 0.4514 01998 0.8162 0.1897 0.6737
2 2 2 5 5 5 5 5 5
GSHPx 0.93079 1 =
0.94445
1 1 -| 0.2382 0.2132 - 1 -| 0.68825 1 0.19697
0,01778 0.68726 0.70159
P 0.9887 0.1998 0.1203| 0.1887 0.7084
P. plas 2 3 3 - -0.94445 1 5 [ 6 5 & 6
0.75893
0.4514 0.2132
-1 -0.01778 1 0.14489 -0.70158 1|0.25825  0.19697 1
—— 0.9887 0.8162 0.1203 0.6737 0.7084
2 3 3 5 B8 6 5 B 6
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