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RESUMEN

Underwood en 1981 consideraba que eran 22 elementos minerales los esenciales para las
formas superiores de vida animal. Estos comprenden siete minerales principales o
macronutrientes: calcio, fosforo, potasio, sodio, cloro, magnesio y azufre, y 15 elementos
minerales micronutrientes o elementos traza: hierro, yodo, cinc, cobre, manganeso, cobalto,

molibdeno, selenio, cromo, estafo, vanadio, fltor, silicio, niquel y arsénico.

Cuando los animales no cuentan o bien no consumen raciones adecuadas de
minerales no satisfacen sus necesidades y como consecuencia se generan desérdenes
nutritivos que provocan enfermedades agudas y severas por déficit o toxicidad mineral,
caracterizadas por signos clinicos bien definidos, desde alteraciones patologicas y alta
mortalidad, hasta cambios ligeros y transitorios dificiles de diagnosticar con certeza y que
suelen expresarse como crecimiento, produccion y fertilidad insatisfactoria o poco
econdmica. Las deficiencias o toxicidades leves adquieren gran importancia en la nutricion
del ganado por su difusion y facilidad con que pueden ser confundidas con los efectos de
agotamiento por desnutricion, deficiencia proteica o varios tipos de infeccion. (Underwood
y Suttle 2003).

Hasta hace pocos afios los microminerales se afiadian a las dietas para controlar
deficiencias nutricionales tales como la anemia (hierro), la paraqueratosis (zinc) y el bocio
(yodo). Sin embargo, trabajos publicados en los ultimos afios han demostrado de forma
fehaciente que cantidades adicionales de ciertos elementos traza mejoran aspectos
productivos distintos de los clasicos sintomas de deficiencia. Debido a los problemas que se
presentan en la salud y produccién del ganado lechero (rumiantes) a causa de los bajos
niveles de elementos traza, se hace necesario realizar un estudio acerca de las
concentraciones de dichos elementos en nuestro caso, en el organismo de estos animales.

De ahi el propdsito de este trabajo

Los datos de biodisponibilidad proporcionaran un estimado de la fraccion absorbida,
asi como de su subsiguiente distribucién y eliminacion del selenio. La biodisponibilidad

podra documentarse con un perfil de exposicion sistémica que se obtendra midiendo la
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concentracion de selenio en circulacion general (plasma) en funcion del tiempo; esto se
lograra mediante la técnica de Espectrofotometria de Absorcién Atémica con Generador de

Hidruros.

Los estudios de biodisponibilidad de un producto son elementos importantes desde
el punto de vista tecnoldgico (desarrollo de formula y proceso), y también desde un aspecto
regulatorio (obtencion de una patente y registro del medicamento, permiso para su venta) y

constituyen un elemento esencial de la seguridad para el usuario.

De acuerdo con lo anterior, es necesario utilizar determinaciones farmacocinéticas
en una matriz biolégica accesible como sangre, plasma y/o suero para determinar la
liberacion del selenio desde los bolos hacia la circulacion sistémica; por lo tanto en este
trabajo se llevara a cabo la administracion de un bolo de lenta liberacion de selenito de
sodio a bovinos lecheros a fin de determinar algunos parametros farmacocinéticos que

ayuden a establecer la biodisponibilidad de los bolos elaborados.
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| ANTECEDENTES

1. 1 Introduccion

Cuando los animales no cuentan o bien no consumen raciones adecuadas de
minerales no satisfacen sus necesidades y como consecuencia se generan desérdenes
nutritivos que provocan enfermedades agudas y severas por déficit o toxicidad mineral,
caracterizadas por signos clinicos bien definidos, desde alteraciones patoldgicas y alta
mortalidad, hasta cambios ligeros y transitorios dificiles de diagnosticar con certeza y que
suelen expresarse como crecimiento, produccion y fertilidad insatisfactoria o poco
economica. Deficiencias o toxicidades pequefias adquieren gran importancia en la nutricion
del ganado por su difusion y facilidad con que pueden ser confundidas con los efectos de
agotamiento por desnutricion, deficiencia proteica o varios tipos de infeccion. (Underwood
y Suttle 2003).

Durante muchos afios el interés bioldgico por el selenio se limitdé a sus efectos
toxicos sobre los animales. Dos enfermedades que afectan de forma natural a los animales
de granja, vértigo ciego y enfermedad alcalina, fueron identificadas como manifestaciones
de la intoxicacion aguda y crénica de selenio respectivamente. Estos descubrimientos
estimularon las investigaciones encaminadas a determinar selenio en tierras, vegetales y
tejidos animales para poder determinar consumos minimos que resulten toxicos y

desarrollar métodos préacticos de prevencion y control (Uderwood y Suttle 2003).

Las deficiencias de selenio en varias especies animales se manifiesta por signos
clinicos especificos y no especificos. La severidad depende del grado de deficiencia y el
esfuerzo al que es expuesto el animal. Las enfermedades bien conocidas por deficiencia de
selenio incluye la distrofia muscular nutricional en rumiantes, necrosis hepatica en ratas,
degeneracion pancreatica, suspension reproductiva, encefalomalacia en pollos y otras
(Shamberger 1983, L. Pavlata, A. Pechova, J. Illek. 2000).
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Se ha sefialado que la concentracion de selenio en el cuerpo de un animal depende
de la especie, de la preinfeccion, de los niveles de este mineral en el 6rgano y de la forma
quimica que se administra. También la via de administracion es importante, pues cuando
se inyecta selenito de sodio subcutaneo en ovejas se advierte que la fraccion de la dosis
retenida es mas alta en dosis bajas que en dosis altas. La alta concentracion de selenio en el
higado es un porcentaje relativamente constante, la retencion de selenio en este 6rgano esta

relacionado con la ruta de administracion del selenio.
1.2 Absorcion de selenio y formas de suplementacion

La absorcion de selenio es mucho mas baja en rumiantes (animales de cuatro
estbmagos) que en los animales no rumiantes. La baja absorcidon de ciertos minerales
(Selenio, Cobre, etc.) en ganado lechero es debido a modificaciones que ocurren en el
ambiente ruminal. La biodisponibilidad del selenio se reduce por el alto contenido de
sulfuro en la dieta y la presencia de glucosidos cianogénicos en ciertas leguminosas. Se ha
reportado que cuando los animales son suplementados con selenio organico como la
selenometionina se obtienen niveles de éste en tejido y en leche mayores que los obtenidos

con selenito de sodio (Jerry W. Spears. 2002).

Las especies de selenio encontradas en los organismos vivos se muestran en la tabla
1, éstas se dividen en 2 grupos: selenoproteinas y otras especies en las que se encuentran
sales inorganicas y selenoaminoacidos. Los primeros se presentan como productos de
reacciones enzimaticas tales como reduccion, metilacion y reacciones de sintesis de

selenoamnodcidos (Lobinski R. 2000).
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Tabla 1. Especies de selenio en organismos vivos.

Selenio en proteinas

Selenoproteinas Residuos de selenocysteinil
Proteinas conteniendo selenio Residuos de selenomietinil
Otras especies de selenio
Selenio inorganico Selenito (SeO3”), selenato (SeO4)
Monometilselenol,  dimetilselenuro,

Selenio metilado . R .
iones trimetilselenonio

Selenocistina, selenometionina, Se-
metilselenocisteina, selenoglutation

Selenoaminoacidos

El selenio se presenta a diversos niveles en los tejidos y el tejido mas rico: el rifion
puede contener 15-20 veces la concentracion de selenio con relacion al tejido mas pobre: el

musculo.

La eficacia de la absorcidén de varios minerales traza y la dieta son factores que
afectan la biodisponibilidad de los minerales grandemente entre los animales de cuatro
estdbmagos y los no rumiantes. En las vacas la digestion microbiana en el rumen y el
reticulo precede a la digestion principal que se efectGa en el abomaso y el intestino
delgado (Figura 1). Las dietas del ganado lechero usualmente son altas en fibra y la
digestion adecuada de fibra ocurre via fermentacion microbiana en el rumen. Sin embargo
1) la asociacion de minerales con fracciones de fibra en alimentos y/o la asociacion de
minerales con constituyentes de fibra no digerible en el tracto gastrointestinal puede
alterar la biodisponibilidad de algunos minerales traza en el ganado vacuno. El pH en el
ambiente ruminal es solo ligeramente &cido (6.0-6.8), y en el rumen pueden existir
minerales traza en forma insoluble. Muy pocos complejos metalicos que son formados en el
rumen son totalmente insolubles bajo las condiciones acidas en el abomaso (Jerry W.
Spears. 2002).

La baja absorcion de selenio en ganado vacuno se debe al resultado de la reduccién
de selenio en la dieta de formas insolubles como selenio elemental o selenidos en el
ambiente ruminal. El selenio y el sulfuro son quimica y fisicamente similares y ciertos
estudios indican que el incremento de sulfuro en la dieta reduce la biodisponibilidad del

selenio (Jerry W. Spears. 2002).
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Figura 1. Sistema digestivo de una vaca mostrando la posicion relativa de los 6rganos
digestivos (Gyurik, 1988)

Diferencias en la biodisponibilidad en la cantidad de selenio en el forraje o entre la
concentracion y el forraje de la dieta pueden estar relacionadas por diferencias en el
contenido de sulfuro o la presencia de compuestos tales como glucosidos cianogenicos los

cuales son antagonistas del selenio (Jerry W. Spears. 2002).

De acuerdo a Davison y Kennedy (1993) el selenio administrado por via parenteral
en forma de selenito se incorpora rapidamente a proteinas plasmaticas ricas en
selenocisteina, especialmente en animales deficientes en selenio, y puede utilizarse para la
sintesis de otras selenoproteinas debido a la actividad de enzimas como la selenocisteina f3
liasa. Aunque la selenometionina se absorbe y distribuye bien, su conversion a
selenocisteina para la sintesis de proteinas funcionales es lenta (Henry y Ammerman,
1995).

El selenio inyectado se acumula principalmente en el higado y se excreta
mayoritariamente con la bilis (Langlands e tal., 1986). No es muy confiable asumir que
valores de pérdidas enddgenas fecales son independientes del consumo de selenio ya que
existen referencias que aumentan a medida que el consumo de materia seca también lo

hace. A pesar de que la eliminacion de selenio por orina corresponde a una cantidad
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pequeria, relativa a las pérdidas por heces en rumiantes, éstas pueden estar entre 40-50% de
la ingestion total de selenio en animales deficientes en selenio con un balance negativo
(Langlands e tal., 1986).

El principal componente del selenio plasmatico es la selenoproteina P, una molécula
nueva con mas de diez residuos seleno-cisteina (Se-Cys) que se incorpora a la cadena
peptidica. Otra selenoproteina aislada por primera vez de corazén y muasculo (Whanger et
al., 1973), recibid posteriormente el nombre de selenoproteina W (Vendeland et al.,1993) y
se observé que contenia un gramo de selenio por cada mol de Se-Cys (Whanger et
al.,1977b), pero su funcién sigue sin aclararse. Durante una deficiencia de selenio, las
concentraciones de la proteina W en el mdsculo diminuyen pero se mantienen las del
cerebro, mientras que un exceso en la ingestion de selenio (3mg Kg ~* Materia Seca)
aumenta los niveles de éste en todos los tejidos del animal exceptuando el cerebro. El
selenio se presenta en plasma en concentraciones menores que en los eritrocitos pero
responde mucho mas rapido a oscilaciones en la ingestion (Underwood E. J. y Suttle N.
F.2003).

1.3 Efecto de la suplementacion  de selenio con bolos
intrarruminales sobre sus concentraciones plasmaticas en

bovinos lecheros

Las pequefas cantidades de selenio que son necesarias para suplementar a los animales
hacen posible su administracién a rumiantes mediante bolos, Kuchel y Buckley (1969)
desarrollaron un bolo de selenio elemental, relleno de hierro que era lo suficientemente
denso para permanecer en el rumen de los animales, en donde lentamente liberaba selenio

por periodos prolongados de tiempo.

La 62 y 72 ediciones del NRC (Nacional Research Council) correspondientes al afio de
1989 y 2001, respectivamente, definen los requerimientos de selenio como 0.3mg/Kg de

MS (Materia Seca) para todas las clases de ganado lechero.




Viviana Olivia Ortiz Aguilar Antecedentes

El suministro apropiado de selenio a animales en gestacion es importante para
prevenir algunos desérdenes y también para asegurar que el becerro nacera con niveles
adecuados de selenio La concentracién de selenio en leche se incrementa cuando las vacas
son suplementadas con éste mineral (Van Saun et al., 1989). Mayores cantidades de
selenio en la leche pueden tener efectos positivos en la salud del becerro y del ser humano
(Grace et al.,1997).

Las regulaciones de la FDA (1997) limitan la suplementacién de selenio a 0.3mg/Kg de
dieta en la mayoria de las situaciones, la cantidad de selenio suplementado mantendra al
ganado en buen estado. Las concentraciones de selenio en sangre total deberan ser
mayores a 0.118 pg/mL o aproximadamente de 0.08 pug/mL de plasma (Jukola et al., 1996).
Basados en los datos disponibles, el requerimiento de selenio recomendado son de

0.3mg/Kg de la dieta en base seca.

En rumiantes se manejan dosis de 0.1 a 1mg de Se/Kg peso vivo. La suplementacion en
bovinos se realiza con 25 0 30 mg de selenio como selenito de sodio.

1.4 Determinacion de la biodisponibilidad de una forma
farmacéutica solida

Para determinar la biodisponibilidad de un farmaco se hace uso del estudio del
transito del farmaco a través del organismo, bien sea de sus niveles plasmaticos en la
circulacién sistémica o a través de la cuantificacion del farmaco en otros fluidos bioldgicos,

como puede ser la orina o la sangre.

La biodisponibilidad se puede establecer tanto a partir de las curvas de niveles
plasmaticos como a partir de las curvas de excrecion urinaria y, teniendo en cuenta que

puede evaluarse a partir de la administracion de dosis Unicas (lo cual se realizara en este
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estudio) o en condiciones de estado de equilibrio estacionario tras un régimen posolégico

de dosis multiples.

El perfil de la biodisponibilidad de un medicamento corresponde al comportamiento

cronologico de la presencia del principio activo en el organismo receptor estudiado, tal que

puedan describirlo los niveles plasmaticos.

biodisponibilidad del medicamento o de la disposicion del principio activo (Aiache, 1983).

Los parametros que determinan la biodisponibilidad se muestran en la tabla 2.

Este perfil es una funcion directa de la

Tabla 2. Parametros farmacocinéticas utilizados en los estudios de biodisponibiliad y
bioequivalencia tras la administracion de dosis Unica

Parametro Significado
© Area bajo la curva de niveles plasmaticos,
ABCy . P
desde tiempo cero hasta infinito.
0 Cantidad de farmaco inalterado excretado en
¢ orina.
Crmax Nivel plasmatico maximo.
MRT Tiempo medio de residencia
Semivida de la fase de disposicion terminal de
T las curvas de niveles plasmaticos.
Yo
T Tiempo al que se alcanza el nivel plasmatico
max maximo.

1.4.1 Factores que influyen en la biodisponibilidad

» Factores relacionados con el principio activo.

» Factores relacionados con la forma de dosificacion:

& Factores de formulacion

@ Factores tecnoldgicos o de proceso

11
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1.4.2 Factores relacionados con el individuo:
» Factores fisiologicos

» Factores patoldgicos

1.5 Determinacion de la biodisponibilidad

La forma de evaluar la biodisponibilidad depende del tipo de fluido analizado. Lo
que se busca es una variable que se relacione linealmente con la cantidad que alcanza la
circulacion general o bien que represente adecuadamente la cinética de la disposicion. Asi
que la fraccion de la dosis administrada que accede a la circulacion sistémica puede
determinarse a partir de las curvas de niveles plasmaticos o a partir de datos de excrecion
urinaria, al ser la sangre y la orina dos liquidos bioldgicos facilmente muestreables (José
Domenech B. et al).

1.5.1 Determinacion de la biodisponibilidad en funcidn de la velocidad de absorcion

Puesto que la estimacion de la biodisponibilidad debe abordarse desde dos puntos
de vista: el de la magnitud y el de la velocidad. Esta Gltima es un tanto complicada debido
a la dificultad para caracterizar y cuantificar el proceso de la absorcion de los farmacos.
Dicho proceso (de absorcion) se ve modificado por diversas variables fisioldgicas (vaciado
gastrico, motilidad intestinal, modificaciones del flujo sanguineo) y patoldgicas que
distorsionan la cinética del proceso de absorcion lo cual hace muy dificil su tratamiento

matematico si se pretende obtener parametros precisos y fiables de dicho proceso.

Algunos pardmetros indicativos de la velocidad de absorcion son los siguientes:

a) Parametros puntuales:

- nax
- Cruax

b) Pardmetros no compartimentales:
- ChadABCy”

- MAT (Tiempo Medio de Absorcion)

12
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- ABCimax/ ABCy”
c) Pardmetros compartimentales:
- ka (Constante de absorcidn)

d) Grado de absorcion

1.5.2 Calculo de la biodisponibilidad a partir de los niveles plasmaticos

En la determinacién de la biodisponibilidad a partir de dosis unicas, segun el principio del
equilibrio de masas, se asume que la cantidad de farmaco que accede al plasma es igual a la
cantidad de farmaco que se elimina del plasma. De manera que matematicamente se
asumira que a tiempo infinito toda la cantidad de farmaco que ha accedido al plasma se

habréa eliminado (José Domenech B. et al).

F*D = Qe
La biodisponibilidad en magnitud o fraccion de dosis que accede inalterada a la

circulacién sistémica, F, puede determinarse a partir de la siguiente expresion:

Cl * ABC
D

F =

La biodisponibilidad se puede evaluar de manera absoluta o de manera relativa:

La biodisponibilidad general se evalia bajo la suposicion de que tras una
administracion intravenosa, toda la cantidad proporcionada entre al torrente sanguineo. De
esta manera el area abajo la curva de la dosis intravenosa representa el area que se debe

obtener tras dar la misma dosis por otra via. La férmula siguiente indica el célculo:

Biodiponibilidad absoluta =| ABCx {Dw}
ABC jy Dix

13
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El valor obtenido representa el valor de la fraccion proporcionada que alcanza la

circulacién general.

Sin embargo, ya sea porque no es posible la administracion intravenosa o que no se
requiere evaluar la biodisponibiliad absoluta, también se puede evaluar la Biodisponibiliad
relativa, que consiste en comparar las areas bajo la curva obtenidas para un medicamento
bajo prueba y otro que haya probado ser eficaz y seguro en la terapia, esto es lo que se
denomina bioequivalencia si se comparan las biodisponibilidades relativas de equivalentes

farmacéuticos.

Disponibilidad relativa = —~oox  x Dswo

ABCgrp, Dy

La definicién de biodisponibilidad indica que todo estudio debe consistir en la
evaluacién de las caracteristicas de un medicamento en un ente bioldgico intacto. Esto

implica a la variabilidad biol6gica como una dificultad que tiene que ser considerada.

Basicamente un estudio de biodisponibiliad persigue los siguientes objetivos:
obtencion de informacién para elegir una via de administracion, forma farmacéutica,

formulacion, control de calidad del medicamento y establecimiento de la bioequivalencia .

14
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OBJETIVO GENERAL

¢  Determinar los niveles de selenio total en plasma para estimar los parametros
farmacocinéticos (Cmax, Tmax, ABC) de bolos intrarruminales con selenito de
sodio en rumiantes.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢  Seleccionar las unidades experimentales para el estudio.

g Definir los tiempos de muestreo y condiciones de tratamiento de la muestra para

las determinaciones de selenio en plasma.

¢  Determinar la concentracion de selenio total en plasma mediante
espectrofotometria de Absorcion Atomica por generacion de hidruros previa

digestion acida asistida por microondas de las muestras.

¢  Analizar los niveles de selenio en plasma con el programa WinNonlin para

estimar los pardmetros farmacocinéticos de los bolos con selenito de sodio.

16
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3.1 MATERIAL

3.1.1 EQUIPOS

*

*

*

Balanza Analitica BOECO Méx. 120g Min. 0.01g Alemania.
Horno de Microondas Mars 5 CEM corporation Falcon USA.

o Carrusel con 14 tubos de teflon HP500 plus temperatura maxima 210°C y
presion maxima 350psi.

o0 Sensor de temperatura de fibra 6ptica CEM modelo FOT-L-CEM-1, rango —
50°C A 250°C.

Espectrofotometro de Absorcion Atomica Spectral AA 220 Varian Australia.
0 Generador de Hidruros VGA 77 Varian Australia.

3.1.2 MATERIAL

*

L S S S S S

*

*

Membranas para los vasos HP-500 safety membranas CEM 140 piezas. Use part
#431300 Falcon USA.

Lampara de selenio HC Lamp-Se Varian Australia No. Parte 56-101270-00, No. De
serie 01K0308

Micropipeta Finnpipette Labsystems capacidad de 100-1000 uL
Micropipeta Finnpipette Labsystems capacidad de 5-50 uL

Micropipeta Finnpipette Labsystems capacidad de 1-5 puL

Matraz volumétrico de 25mL. Kimax México. Tipo “A”

Matraz volumétrico de 50mL. Kimax México. Tipo “A”

Matraz volumétrico de 1000mL. Kimax IVA Argentina vidrio borosilicato.
Probeta de 1000mL IVA Argentina patente No. 151475 vidrio borosilicato.
Probeta de 10mL de vidrio.

Tubos vacutainer® KzEDTA Becton Dickinson de 5SmL.

Agujas vacutainer 21gx 38mm (0.8x38mm) Becton Dickinson, Catalogo No.
367223
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3.1.3 REACTIVOS

*

*

Acido Nitrico R. A. 65.4% de pureza J. T. Baker de México

Acido clorhidrico R.A. 36.5-38% de pureza J. T. Baker de México
Agua desionizada 18.2 Qcm Millipure

Borohidruro de sodio 98% de pureza J. T. Baker USA.

Estandar de Selenio High-Purty 1000 */-3 pg/mL en 2% de &cido nitrico con
99.999% de pureza.

Hidroxido de sodio perlas 98.4% de pureza bajo en carbonatos J. T. Baker de
Mexico.

Perdxido de Hidrégeno en solucién al 30% J. T. Baker de México.

3.1.4 GASES

% Acetileno 99.5% de pureza AGA de México
% Aire comprimido

* Nitrogeno 99.9% de pureza AGA de Meéxico

3.1.5 MUESTRA BIOLOGICA

% Sangre de vaca, raza Holstein.
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4. METODOS

Se utilizaron dos tipos de bolos en los que la unica diferencia entre ellos fue el tamafio
porque asi se pudo ajustar la dosis recomendada para cada unidad experimental.

Para la formulacion de los bolos intrarruminales se incluyd al selenito de sodio
como fuente de selenio, mientras que se utilizo hierro reducido como agente densificador a
fin de evitar la regurgitacion del bolo por parte del animal, las tablas 3 y 4 muestran la

composicion de los bolos intrarruminales asi como la funcion de los excipientes.

Tabla 3. Formulacion de bolos intraruminales de 13g

Componente Funcién Cantidad por
bolo (g)
Selenito de sodio | Principio Activo 2.00**
Cutina HR Excipiente 3.900
Lipidico
Excipiente
Talco (Lubricante) 0.065
Hierro Reducido Aggnte 6.840
densificador
Total 13.000

**Selenito de Sodio (Na,SeOs) equivalente a 900mg de Selenio.

Figura 2. Bolos utilizados para la suplementacion de selenio (13g)
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Tabla 4. Formulacion de bolos intrarruminales de 7.2g

Componente Funcién Cantidad por
bolo (g)
Selenito de sodio Principio Activo 1.107**
Cutina HR Excipiente Lipidico 2.160
Talco Excipiente (Lubricante) 0.108
Hierro Reducido Agente densificador 3.789
Total 7.200

**Selenito de Sodio (Na,SeQO3) equivalente a 498.15 mg de Selenio

T T FE EE EESE (R
T T | B i 5 B 42N E
= SH B Sl RS R

5 EH '_1':"2'2'!" | BB

Figura 3. Bolos utilizados para la suplementacion de selenio (7.29)

La fabricacion de los bolos se llevo acabo en el L.E.M. Farmacia de la FES-C, campol.

4.1 Localizacion de las unidades experimentales

El estudio se llevd a cabo en el Area de Experimentacion Animal de la
Coordinacion General de Estudios de Postgrado del Centro de Produccion Agropecuaria de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlin Campo 4, en el Estado de México. El
modulo se localiza a una altitud de 2252msnm, a una latitud norte de 19° 41’ 32”” y una
longitud oeste 19° 11’ 42°’. Caracterizado por un clima templado subhumedo, con un
promedio de precipitacion pluvial anual de 1200mm, con vientos dominantes del noroeste,
una humedad relativa de 67.9% y una temperatura anual promedio de 14.7°C.
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4.2 Manejo de Unidades Experimentales

Se utilizaron 10 vacas raza Holstein de aproximadamente un afio de edad, sin
gestaciones previas a la investigacion, con un peso promedio de 260-280Kg y un sistema de

produccion estabulado.

Una vez que se contaba con las unidades de experimentacion habia que aleatorizar

los grupos de estudio, lo cual se realizo a través de los pesos de los animales.

Tabla 5. Peso de grupo Tratamiento Tabla 6. Peso de grupo Placebo
Grupo Tratamiento Grupo Placebo

ID Peso (Kg)* ID Peso (Kg)*

860 275 395 435

861 268 864 263

867 226 863 271

870 240 874 213

142 508 876 215
Promedio | 303.4 Promedio | 279.4
DESVEST | 116.12 DESVEST | 90.98

* Peso correspondiente al inicio del estudio

Peso (KQ)

PLACEBO TRATAMIENTO

Grupos

Grafica 1. Grafico de peso inicial de los grupos experimentales
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Se llevo a cabo una sola administracion del bolo intrarruminal a cada unidad
experimental (grupo placebo [bolo placebo] y grupo tratamiento [bolo con selenito de
sodio] a la dosis recomendada 2.6-3.6mg Se/Kg) a los 15 dias después de haber iniciado el

estudio.

4.3 Dosis

A los animales del grupo Tratamiento se les administro via oral un bolo de Selenito de
Sodio de lenta liberacion (dosis 2.6-3.6 mg Se/Kg) y al grupo Placebo se les administro via

oral un bolo placebo (tabla 7).

Se utilizd selenito de sodio (Na,SeO3;) como forma inorganica para la

suplementacion; éste contiene un 45% de selenio.

Tabla 7. Dosis administrada para el grupo Tratamiento y Grupo Placebo

Dosis a administrar
No. ID Peso (Kg) (mg de Se)
860 275 900
861 268 900
867 226 900
870 240 900
142 508 1800
295 435 Bolo Placebo
864 263 Bolo Placebo
863 271 Bolo Placebo
874 213 Bolo Placebo
876 215 Bolo Placebo

Los bolos administrados fueron elaborados en LEM-Farmacia de la FESC- Campo 1.

4.4 Alimentacion

La alimentacion se basaba en silo de maiz adicionado con urea y suero de leche,

alfalfa y agua, el alimento se proporcionaba ad libitum por la mafiana y por la tarde.

23



Viviana Olivia Ortiz }l;_]ui[ar Material ) Métodos

4.5 Obtencion de muestras

La muestra de sangre se obtuvo por puncion coccigea, se tom6 muestra cada 72 hrs.
durante 15 dias, previos a la administracion del bolo de lenta liberacion, en el dia 15 de
experimentacién se administrd dicho bolo a cada unidad experimental y enseguida se tomo
la muestra; a partir de la administracién del bolo se tomaba muestra cada 72 hrs. y
posteriormente cuando los niveles descendieron el muestreo se hizo mas espaciado. El

muestreo se llevo a cabo durante 3 meses.

Las muestras fueron colectadas con agujas vacutainer en tubos con EDTA sédico de
5mL.

Las muestras se centrifugaron a 4000 rpm durante 15minutos para obtener el plasma

e inmediatamente después llevar a cabo su tratamiento para finalmente poderlas analizar.
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Diagrama de Flujo |

Tratamiento de unidades
experimentales (Vacas Holstein)

l l

Grupo tratamiento Grupo Placebo

Toma de muestra por puncion
coccigea durante 15 dias cada
72hrs.

l

Administracion de bolo intrarruminal
via oral

l

Toma de muestra por puncién coccigea
inmediatamente después de la
administracion del bolo.

l

Toma de muestra por puncion
coccigea durante 3 meses cada 72hrs.
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Diagrama de Flujo 11

Tratamiento de Muestra Bioldgica
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La muestra se deja
enfriar a temperatura
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El contenido del vaso de
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volumétrico de 25mL y se
lleva a la marca de aforo con

HCI 7M
11| La muestra se vierte en
~| frasco de polietileno
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Separar plasma de
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de plasma
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La muestra se somete a
una digestion acida

i

Se determina concentracién
de selenio en la muestra por
EAA-GH
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4.6 Tratamiento de muestra bioldgica

El acondicionamiento de la muestra se llevo a cabo mediante el método de digestion acida
en horno de microondas (Gleason Huerta. 2004, Herndndez Cruz. 2005, Baeza. 2005).

1. Se pesa 1 gramo de muestra (plasma) en un vaso de teflon utilizando una balanza
analitica.

2. Posteriormente se agregan 3mL de agua desionizada y 5 mL de acido nitrico
concentrado.

3. Seguido se adiciona 1mL de peroxido de Hidrogeno (H,05)

4. La muestra se mantuvo 30 minutos en reposo.

5. Posteriormente la muestra se somete a digestion &cida en el Horno de microondas.

4.7 Digestion de las muestras biologicas

1. Se colocan los vasos en el carrusel asi como el sensor de temperatura en el vaso
control; el carrusel se instala dentro del horno y el censor de temperatura se conecta
a la entrada que hay dentro del horno.

2. La digestion se lleva acabo utilizando las siguientes condiciones (Gleason Huerta.

2004):
Tiempo Tiempo de
Potencia| Potencia de Temperatura| Presion | Mantenimiento
(W) (%) Alcance (°C) (psi) (min.)
(min.)
1200 100 6.24 100 350 5.12
1200 100 4.15 140 350 6.12

e De temperatura ambiente se pasa a 100°C en 6.24 minutos.
e Se mantiene la temperatura de 100°C durante 5.12 minutos.
e Se pasa de 100°C a 140°C en 4.15 minutos.

e Se mantiene la temperatura de 140°C durante 6.12 minutos.
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e Finalmente se lleva a cabo una etapa de enfriamiento.

3. Posterior a la etapa de enfriamiento cada muestra se transfiere a un matraz
volumétrico de 25mL y se lleva hasta el volumen de aforo con &cido clorhidrico
7M.

4. Finalmente se trasvasan las muestras en frascos de polietileno para su posterior

analisis.

4.8 Cuantificacion

Para llevar evaluar la cantidad de selenio total en plasma se utiliz6 un
espectrofotdbmetro de absorcion atomica con el sistema atomizacion de generador de
hidruros (Nonato Nonato), este sistema permite cuantificar concentraciones del grado de
partes por billon (ppb). La espectrofotometria de absorcion atémica por generador de
hidruros requiere del uso de gases como el acetileno y nitrégeno, los cuales son utilizados a

una presion de de 20psi para acetileno y de 50psi para nitrégeno.

En el sistema atomizacion de generador de hidruros se utiliza un flujo en los
capilares de 7mL/minuto para la muestra, mientras que para el acido y el reductor fue de

ImL/minuto.

Figura 5. Espectrofotometro de absorcién Atémica con sistema de atomizacidn por generador de
hidruros.

La curva de calibracién utilizada se prepar6 a partir de un stock de 2000 mcg/L, las

concentraciones de la curva fueron de 1, 5, 9, 13 y 17 ppb (mcg/L), la tabla 8 muestra los
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valores de concentracion y absorbancia de la curva utilizada, dichos valores se encuentran
representados en el grafico 2; las absorbancias de las muestras se interpolaron en dicha
curva, obteniendo asi las concentraciones de las muestras.

Tabla 8. Curva de Calibracion

| Sistema || Conc. (ug/L) || Absorbancia |
| 1 | 1.00 |  oo0182 |
| 2 | 5.00 | 00952 |
IE 9.00 | o127 |
| 4 | 13.00 | 02428 |
HE 17.00 | 03022 |

Grafico 2. Curva de calibracion para selenio por EAA-GH

y =0.0179x + 0.0052
o 04 R2 =0.9972
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4.9 ANALISIS FARMACOCINETICO

Los pardmetros farmacocinéticos de la administracion via oral fueron calculados de
los resultados obtenidos de tiempo - Concentracion utilizando el programa WINNONLIN
analisis NO COMPARTMENTAL Version 4.1 Build 200307301056 Core Version
16May2003. Este analisis se realizo para cada una de las unidades experimentales del grupo

tratamiento.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Caracteristicas de los bolos intrarruminales utilizados en el estudio

En la tabla 9 se muestran las caracteristicas de los bolos con selenito de sodio utilizados en
el presente estudio.

Tabla 9. Dimensiones Fisicas de los Bolos de Selenito de Sodio utilizados en el estudio.

Caracteristica || Estadistica || Bolode 7.2 g Bolo de 13 g
Media 35,5213 45,0167
Largo
(mm) cV 0.0204 0.0223
DESVEST 0.0574 0.0495
Media 10.89 13.3155
Ancho
(mm) cv || oorez | 0075 |
DESVEST 0.7282 0.5632
Espesor Media || 107502 || 138813 |
cV 0.6131 0.1648
(mm)
DEsVesT || 57031 || 11872 |
Media 2.4298 2.1756
Densidad
(g/ml) cv || oso9s || 03661 |
DESVEST || 33.3155 16.8275
Media 7.3028 13.0125
Peso
@ cV 1.2972 13.2
DESVEST 17.7630 101.4409
Uniformidad de Media 15.2417 15.682
Contenido cV 0.2382 0.2141
(%)
DESVEST 1.5628 1.3653

Dado que la determinacidon de selenio se realizo por espectrofotometria de absorcion
atomica primero se hizo una curva de calibracion en un intervalo de concentraciones de 1 a

17 mcg/L. Los resultados obtenidos de dicha curva se muestran en la tabla 10 y en la
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grafica 3. En la tabla 11 se comparan los resultados obtenidos y los criterios de aceptacion

remarcando que se satisfacen las exigencias para aceptar una curva de calibracion. Estos

resultados nos permiten evidenciar la confiabilidad del sistema utilizado para las

determinaciones de selenio.

Tabla 10. Valores de la curva de Calibracion

Conc STD Se mcg/L Abs Fecha Abs/conc
1 0.0185 170106 0.0185
1 0.0181 170106 0.0181
1 0.0182 170106 0.0182
5 0.0969 170106 0.0194
5 0.0951 170106 0.019
5 0.0935 170106 0.0187
9 0.1729 170106 0.0192
9 0.1744 170106 0.0194
9 0.1707 170106 0.019
13 0.2423 170106 0.0186
13 0.2434 170106 0.0187
13 0.2427 170106 0.0187
17 0.3007 170106 0.0177
17 0.3035 170106 0.0179
17 0.3023 170106 0.0178

Promedio 0.0186
DESVEST | 0.0006
CcVv 3.0177

Los valores de absorbancia de las muestras a analizar eran interpolados sobre esta

curva de calibracion y asi se determind la concentracion de selenio en las muestras.
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Grafico 3. Curva de Calibracion

De acuerdo los valores de la tabla 11 que muestra el analisis de regresion de la
curva de calibracion se observa que el coeficiente de determinacion explica el 99.71% de la
variabilidad en la absorbancia por los cambios en la concentracion de Selenio. El

coeficiente de correlacion nos indica una relacion fuerte entre las variables.

Tabla 11. Parametros estadisticos de la curva de calibracién.

Parametro Valor obtenido
Coeficiente de correlacion multiple 0.9985
Coeficiente de determinacion R? 0.9971
Intercepto (b) 0.0052
Pendiente (m) 0.0179

El modelo lineal que permiti6 estimar las concentraciones en las muestras de plasma
es el que se describe en la siguiente ecuacion (cuadro 1) obtenida a partir de un analisis de

regresion (tabla 11):

Abs = 0.0052 + 0.0179 * Conc

Cuadro 1. Ecuacion de modelo lineal.
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Ho: No existe relacion lineal entre la concentracion y la
propiedad medida.
Hi: Existe relacion lineal entre la concentracion y la propiedad
medida.

Criterio de aceptacion:

Si F cai< F critica NO Se rechaza H,.

Si F ca> F critica S€ rechaza H,.

Cuadro 2. Hipdtesis del sistema

De acuerdo a los resultados del andlisis de varianza (Tabla 12) se contrastan las
hipotesis planteadas en el cuadro 2. Como el estadistico F calculado a partir de los
resultados obtenidos es mayor al valor critico que corresponde a un nivel de significancia
de alfa de 0.05 y grados de libertad de la regresion de uno y del residuo, de trece, se acepta
la hipotesis alterna que implica una dependencia de tipo lineal entre los niveles de
concentracion de selenio y la respuesta analitica que es la absorbancia de cada una de las

soluciones de la curva de calibracion.

Tabla 12. Analisis de Variancia.

Fuent G L Sumade || Promedio F Valor critico de F
uente = ||cuadrados|| delos caleulado {1 (g = 0.05;g1 1/13)
cuadrados
|Regresion || 1 || 01535 || 0.1535 || 4507.49 || 6.59E-18 |
| Residuos || 13 || 0.0004 || 3.41E-05 |
| Total || 14 || 01539 |
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La prueba del intercepto (b) evaluada para la recta establece la siguiente hipdtesis:

Ho: b =0 La ordenada al origen es cero.
Hi: b #0 La ordenada al origen es diferente a cero.
Criterio de aceptacion:

Si t ca<tcritica NO Se rechaza Ho.

Sit ca> t critica S€ rechaza H,.

Cuadro 3. Hipdtesis del intercepto

Tabla 13. Anélisis de Regresion.

- Error | Estadistico - Inferior |Superior

Coeficientes tipico t Probabilidad | ~g-o, 95%
Intercepto| 0.0052 0.0028 1.8506 0.0870 -0.0008 | 0.0113
mcg/L 0.0178 0.0002 67.1379 6.59E-18 0.0173 | 0.0184

El intervalo de confianza del intercepto considera el cero (ver tabla 13) por lo tanto
se acepta la hipotesis nula (cuadro 3) que implica que a una concentracion de cero no hay
respuesta de selenio en el instrumento utilizado. Esto muestra evidencia de la confiabilidad

del método para estimar los niveles de selenio.

Existe una relacion lineal altamente significativa entre la concentracion de selenio y
la absorbancia de la muestra.
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5.2 Perfiles plasmaticos de selenio

Para poder determinar las condiciones iniciales de las unidades experimentales se requirié
de realizar un muestreo de sangre (por puncion coccigea) cada 72 horas durante 15 dias a
fin de establecer los niveles de selenio enddgeno en plasma, en los 2 grupos de estudio
(grupo placebo y grupo tratamiento), dichos valores se presentan en las tablas 14 y 15

respectivamente.

Tabla 14. Resultados de las concentraciones basales de Selenio en Plasma (Grupo
Placebo).

ng de Se por g de plasma (Grupo Placebo)

| No. ID |

Dia muestreo Promedio DESVEST
863 | 395 | 864 | 876 | 874

0 19.5824.44] 30.85 [35.55/32.06 28.50 6.41
1 02.5082.92/144.39)88.73/93.01|| 100.31 24.97
2 47.94/52.03/49.80 |53.08 50.72 2.30
3 30.0932.32] 35.40 |28.71/38.26 32.96 3.90

Promedio 47.53/47.93|65.11 51.52/54.45

Como se puede ver en la grafica 4, las concentraciones basales de selenio en plasma en el
grupo Placebo, en la segunda toma de muestra hay una mayor desviacion de los datos, que

en el resto de los dias de muestreo, esto se pude explicar con la grafica 5.
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Grafica 4. Concentracion de selenio basal en plasma en funcién del tiempo en el grupo Placebo.

La grafica 5 muestra las concentraciones de selenio basal en plasma por cada unidad
experimental en las 4 tomas de muestra durante los 15 dias de analisis inicial. Este grafico
muestra como no hay mucha variacion en los datos excepto en la segunda toma de muestra,
un valor, el de la unidad experimental 864, presenta un mayor nivel de selenio en plasma

que el resto de los animales, esto explica la desviacion en el segundo punto de la grafica 4.

\g 160 - UE 863  —H—UE 395
c UE 864  ——UES76
g 120 - —%— UE 874
()]
)
o 80 -
[
(D]
L2 40 -
[
(D] [
©
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0 1 1 2 2 3 3

Dia de muestreo

Grafica 5. Concentracion de selenio basal en plasma de cada unidad experimental en funcion del
tiempo en el grupo Placebo.

De acuerdo a la NRC (1980), los valores adecuados de selenio en plasma son de 80
a 500ppb (ng/g) y de acuerdo a las grafica 4 y 5 que muestran los niveles iniciales de
selenio de las unidades experimentales, se puede ver que éstas se encuentran por debajo de

los niveles adecuados segun el NRC.
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La tabla 15 contiene las cantidades de selenio basal para el grupo tratamiento, estas

concentraciones son similares a las del grupo placebo.

Tabla 15. Resultados de las concentraciones basales de Selenio en Plasma (Grupo
Tratamiento).

ng de Se por g de Plasma (Grupo Tratamiento)

| No. ID |

Dia muestreo Promedio DESVEST

860 | 861 | 867|870 | 142

0 40.94 19.4045.61]23.8914.31|| 28.83 13.71

1 73.44 181.61/81.54/84.36/83.56|| 80.91 4.35

2 46.69 |36.6951.0570.84/43.21|| 49.70 12.93

3 386.44{28.04/47.76/62.0538.26]| 112.51 153.64
Promedio 136.88/41.44/56.50/60.2944.84

Al graficar los valores basales de selenio en plasma del grupo tratamiento (Grafica

6) se observa que la concentracion del Gltimo muestreo hay una diferencia muy grande.

300
250
200
150
100

50 i

Selenio en plasmang 7 g

-100
Dia de muestreo

Grafica 6. Concentracion de selenio basal en plasma en funcion del tiempo en el grupo Tratamiento.
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En la grafica 7 se puede ver que el punto que esta generando la alta desviacion en los datos
se debe a la cantidad de selenio en plasma de la unidad experimental 860, ya que el valor de

concentracion se elevo.

—&— UE 860
—— UE 361
UE 867
g 500.00 - UES70
5 400.00 - —¥—UE 142
% 300.00 -
=
= 200.00 -
()]
'g 100.00 - 7 X
E Vs
n 0.00 * | | x ‘
0 1 2 3 4
Dia de muestreo

Grafica 7. Concentracion de selenio basal en plasma de cada unidad experimental en funcion del
tiempo en el grupo Tratamiento.

Aqui al igual que en el grupo placebo los niveles de selenio en plasma se encuentran
por debajo de los niveles adecuados segin el NRC, como se puede ver en la tabla 15 las
concentraciones que se determinaron durante el muestreo basal van de 28 a 112 ppb.

Al mantener niveles por debajo de lo normal se indica que las unidades
experimentales se encuentran en un estado deficiente de selenio, lo cual permitié que se

observara un efecto de los bolos administrados.
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5.3 EFECTO DEL BOLO CON SELENITO DE SODIO SOBRE LOS NIVELES DE
SELENIO EN PLASMA

5.3.1 Administracién del bolo intrarruminal

Una vez administrado el bolo, se esperaria que las concentraciones de selenio en plasma,
aumentaran de manera prolongada hasta llegar a un méaximo y posteriormente fueran

descendiendo lentamente como se muestra en la grafica 8.

Concentraclon
AN

0 ¥

Comicnzo del efecto Tierrpo (horas)

terapedtico

Concentracion

R 6 8 10 12

Comicnzo del efecto Tiempo (horas)

terapéutico

Grafica 8. Perfiles plasmaticos en medicamentos de lenta liberacion.

De acuerdo a la figura anterior (grafica 8) se pensaria que los perfiles plasmaticos de este
estudio fueran similares, sin embargo como se puede ver en la tabla 16 el aumento en la
concentracion se dio rapidamente (en el segundo punto graficado) y posteriormente fueron

descendiendo lentamente.
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Tabla 16. Resultados de la concentracion de Selenio en Plasma (Grupo Tratamiento).

Concentracion
Dia Muestra Grupo (mcg/L)
| 0 || plasma |[Tratamiento]| 39.19 |
| 5 || plasma |[Tratamiento || 226.19 |
| || plasma |[Tratamiento]| 232.88 |
| 11 || plasma |[Tratamiento|| 116.80 |
| 14 || plasma |[Tratamiento | 99.98 |
| 17 || plasma |[Tratamiento]] 55.01 |
| 20 || plasma |[Tratamiento | 58.26 |
| 23 ]| plasma |[Tratamiento]| 44.08 |
| 26 ]| plasma |[Tratamiento]| 41.77 |
| 29 ]| plasma |[Tratamiento]| 41.03 |
| 33 ]| plasma |[Tratamiento]| 37.15 |
| 36 || plasma |[Tratamiento | 62.17 |
| 42 ]| plasma |[Tratamiento]| 52.29 |
| 47 ]| plasma |[Tratamiento]| 38.63 |
| 50 ]| plasma |[Tratamiento]| 22.79 |
| 54 ]| plasma |[Tratamiento]| 20.08 |

La grafica 9 muestra que si se presentd un aumento en la concentracion de selenio

en el grupo tratamiento posterior a la administracion del bolo de selenito de sodio, pero el

aumento se presento muy rapido, por lo que no se logro ver un aumento pausado, lo que

probablemente se hubiera obtenido muestreando minimo 5 tomas mas antes del maximo

valor.
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Grafica 9. Concentracion de selenio en plasma en funcién del tiempo en el grupo Tratamiento.

En los perfiles de selenio en plasma obtenidos de la administracion del bolo de lenta
liberacion (grafica 9) se observan de forma general dos fases, la primera de liberacion
inmediata y la segunda de lenta liberacion.

La siguiente tabla (17) contiene los valores de selenio en plasma del grupo placebo,
aqui se tiene un punto (en el 11 dia de estudio posterior ala administracion) que da una
concentracion alta de selenio y posteriormente descienden manteniendo asi los dias
restantes del estudio.
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Tabla 17. Resultados de la concentracion de Selenio en Plasma (Grupo Placebo).

Concentracion
Dia Muestra Grupo (mcg/L)
[ 0 || plasma || Placebo || 38.09 |
[ 5 ]| plasma || Placebo || 78.54 |
| || plasma || Placebo || 86.75 |
[ 11 || plasma || Placebo || 125.27 |
[ 14 || plasma || Placebo || 29.57 |
[ 17 || plasma || Placebo || 33.81 |
[ 20 || plasma || Placebo || 27.16 |
[ 23 || plasma || Placebo || 24.30 |
[ 26 || plasma || Placebo || 23.10 |
[ 29 || plasma || Placebo || 36.35 |
[ 33 || plasma || Placebo || 38.53 |
[ 36 || plasma || Placebo || 53.92 |
[ 42 || plasma || Placebo || 36.33 |
[ 47 || plasma || Placebo || 22.88 |
[ 50 || plasma || Placebo || 3.33 |
| 54 || plasma || Placebo || 10.46 |

En la grafica 10 podemos ver como después del dia 11 de estudio las concentraciones de

selenio disminuyeron, lo cual puede atribuirse a una pérdida de selenio al estar en un estado

de estrés provocado por el mismo estudio.
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Grafica 10. Concentracidn de selenio en plasma en funcion del tiempo en el grupo Placebo.

De manera general comparando el grupo tratamiento con el grupo placebo se puede
observar que los niveles de selenio en plasma en el grupo al que se administro el bolo con

selenito de sodio son mayores que en el grupo placebo.

5.3.2 Efecto del bolo de selenito de sodio sobre el peso de las unidades experimentales

La tabla 18 y grafica 11 se muestra la evolucién del peso de los animales del grupo
tratamiento en donde no se observa una diferencia importante, excepto en el dia 14 se
presento un ligero aumento de peso, pero como no hubo una tendencia ascendente del peso
conforme al tiempo, puede decirse que el bolo no afecto de manera significativa en el peso

de los animales; en promedio el peso de los animales del grupo tratamiento durante el
estudio fue de 300 Kg.
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Tabla 18. Peso de las unidades experimentales del grupo Tratamiento

| Grupo Tratamiento |
Dia de estudio / Peso (Kg)
No. ID
1 14 25 32
861 268 302 284 256
142 508 547 521 458
860 275 288 276 251
867 226 259 255 236
870 240 274 262 260
Promedio 303.4 334 319.6 292.2
DESVEST|| 116.12 120.14 113.16 93.13
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Grafica 11. Comportamiento de los pesos del grupo Tratamiento

La tabla 19 y grafica 12 se muestra la evolucion del peso de los animales del grupo
placebo en donde no se observa una diferencia importante, por lo que se puede decir que el
bolo no afecto de manera significativa en el peso de los animales; en promedio el peso de

los animales del grupo placebo durante el estudio fue de 90Kg.
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Grupo Placebo

Dia de estudio / Peso (KQ)

No. De toma de peso

No. ID
|l 1 [ 14 | 25 | 32 |

876 215 228 232 214

874 213 218 223 217

395 435 438 450 440

864 263 297 300 288

863 271 300 296 290

Promedio 279.4 296.2 300.2 289.8

DESVEST 90.98 87.88 90.92 91.66
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Grafica 12. Comportamiento de los pesos del grupo Placebo.
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5.3.3 Area bajo la curva

El &rea bajo la curva (ABC) se determind por medio del método de los trapezoides, la tabla

20 presenta el valor promedio de las areas bajo la curva de grupo Tratamiento y grupo

Placebo.

Tabla 20. Resultados de Area Bajo la Curva de los niveles de Selenio en vacas

Holstein.
ID Grupo ABC ABC S
MEDIA
| 860 || Tratamiento || 2895.60 |
| 861 || Tratamiento || 3589.12169 |
| 867 || Tratamiento || 3980.59142 || 4064.51656 || 1202.70255
| 870 || Tratamiento || 3768.21583 |
| 142 || Tratamiento || 6089.05677 |
| 863 || Placebo || 3762.84433 |
| 864 L Placebo ]| 1602.11341 | 2386.73914 || 947.285867
| 876 || Placebo || 1841.45844 |
| 874 || Placebo || 2250.54038 |
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La siguiente grafica (13) representa el area bajo la curva de los grupos tratamiento y
placebo, como se puede ver hay una mayor desviacién en el grupo tratamiento que en el
placebo, el ABC del grupo tratamiento fue de 4064.51656 dias/mcg/L en tanto que el del
grupo placebo fue de 2386.73914 dias/mcg/L.
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Grafica 13. Comparacién de ABC entre los grupos Tratamiento y Placebo
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5.3.4 Farmacocinética

Para determinar un modelo farmacocinético, las concentraciones plasmaticas de selenio se
sometieron a un analisis farmacocinético con el programa Winonlin, y asi determinar el
modelo farmacocinético al cual se ajustaran los resultados, sin embargo no fue posible
obtener un modelo farmacocinético que describiera la evolucion del selenio administrado,

por lo que se consideran dentro de un modelo no compartimental.

Muy probablemente no se pudo realizar un modelaje que se ajustara a modelos
bicompartimentales acerca del desempefio del selenio administrado a las unidades
experimentales debido a que no se contaba con mayores datos antes de que se alcanzara la
concentracion maxima; asi como tampoco se pudo observar una eliminacion total del
selenio administrado debido a que las unidades experimentales cuentan con selenio
enddgeno. Sin embargo si se lograron determinar los parametros farmacocinéticas que se

muestran en la tabla 21.

Tabla 21. Parametros farmacocinéticos del grupo tratamiento.

Variable || Promedio || Variante Media Rango CV%
Cmax 2135 8076.8 204.8 221.2 42
(mcg/L)
Tmax
(Dias) 5.6 1.8 5 3 23.9
| t,(Dias) || 724 || 526 || 41 || 176 || 1001 |
| MrT || 13 || 77 || 12 || 7 || 212 |
ABC
(dias/meg/ || 2357.9 ||1521842.6 || 2200.7 3257.9 52.3
L)
[Cor XY || 09 || o || -09 || o01 || -69 |

En las tablas 22, 23, 24, 25 y 26 se presentan los valores de los parametros que se
lograron determinar con el programa Winnolin Version 4.1 Build 200307301056 Core

Version 16May2003 para cada unidad experimental del grupo tratamiento.
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Tabla 22. Parametros farmacocinéticos obtenido con el programa estadistico
WinNonlin (UE 860)

Vaca Rsq Corr_XY Cmax MRT (dia) | Fluido
(mcg/L)
860 0.7013 -0.8374 1,466,000 | 151,385 Plasma

Las graficas 14, 15, 16, 17 y 18 muestran los valores que se tomaron para ajustarlos
a un modelo, que como ya se menciono no se logro establecer.
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Grafica 14. Resultados obtenidos con el programa Winnolin (UE 860)

Tabla 23. Parametros farmacocinéticos obtenidos con el programa estadistico
WinNonlin (UE 861)

ID de Vaca Rsq Corr_XY Cmax MRT (dia) | Fluido
(mcg/L)

861 0.5480 -0.7403 | 2,048,300 | 120,739 Plasma
£ 1000 5
T
= o QO
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Grafica 15. Resultados obtenidos con el programa Winnolin (UE 861)
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Tabla 24. Parametros farmacocinéticos obtenidos con el programa estadistico

ID de Vaca Rsq Corr_XY Cmax MRT (dia) | Fluido
(mcg/L)
867 0.9903 -0.9951 | 2,084,900 | 95,754 Plasma
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Grafica 16. Resultados obtenidos con el programa Winnolin (UE 867)

WinNonlin (UE 870)

Tabla 25. Parametros farmacocinéticos obtenidos con el programa estadistico

ID de Vaca Rsq Corr_XY Cmax MRT (dia) | Fluido
(mcg/L)
870 0.9988 -0.9994 | 1,432,400 | 166,160 Plasma

Esta grafica asi como las correspondientes a las otras UE (867, 870, 142) solo 3 de los
datos se lograron ajustar al modelo no compartimental.
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Grafica 17. Resultados obtenidos con el programa Winnolin (UE 870)

Tabla 26. Parametros farmacocinéticos obtenidos con el programa estadistico
WinNonlin (UE142)

ID de Vaca Rsq Corr_XY Cmax MRT (dia) Fluido
(mcg/L)
142 0.9314 -0.9651 | 3,644,800 | 120,882 Plasma
Z 10000 4
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Grafica 18. Resultados obtenidos con el programa Winnolin (UE 142)

Mediante el programa Winnolin se determinaron los pardmetros farmacocinéticos
de modelo independiente, de manera que se observo que el bolo de selenito de sodio

aumento los niveles de selenio en plasma alcanzando un Tmax de 5 dias posteriores a su
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administracion, y a la par que se obteniene una Cmax promedio de 204.83 mcg/L y un ty
de 4.16 dias, para el grupo tratamiento. Para poder determinar la dosis adecuada de selenio
se requiere previamente conocer que tan deficiente son los animales con respecto a este
mineral y con relacion a la velocidad de liberacion que tiene la forma farmacéutica
administrada. Por consiguiente con los parametros farmacocinéticos que determinamos
(Craxy Tmax» ABC) de los bolos administrados y ademas conociendo estos mismos
parametros en tejidos y en paquete eritrocitario el medico veterinario podra determinar los

regimenes de dosificacion.

A fin de determinar la biodisponibilidad relativa de los bolos de selenito de sodio de
lenta liberacion se obtuvo el ABC por medio del método trapezoidal de cada nivel de
concentracion del grupo tratamiento, de manera que en promedio se obtuvo un ABC de
2200.78 dias/mcg/L. Este valor es diferente al calculado con los indicados en la tabla 20
porgue el programa WinonL.in discrimina datos aberrantes y en dicha tabla se consideraron

todos los datos de la curva.
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6.0 CONCLUSIONES

« Las condiciones de operacion que permitieron determinar los niveles de selenio en

plasma fueron:

» Establecimiento del tiempo de toma de muestra.

» Estado de la muestra (plasma), para poder cuantificar la cantidad de selenio
en ésta.

» Optimizacion de la técnica de analisis por espectrofotometria de absorcion

atémica por generador de hidruros de la muestra.

« Este estudio permitié estimar los pardmetros farmacocinéticos de los bolos con
selenito de sodio por el analisis de selenio en muestras de plasma sanguineo de

vacas. Los valores que encontramos fueron:

> Avrea bajo la curva (ABC) : 2200.78 dias/mcg/L

» Concentracion maxima de selenio en plasma (Cmax): 204.83 mcg/L

» Tiempo para alcanzar la concentracion méaxima de selenio en plasma (Tmax):
5 dias.

« La concentracion de selenio en plasma sanguineo de los animales a los que se
administro el bolo con selenito de sodio resulto mayor con respecto al grupo que

recibid el bolo placebo.

« El ABC del grupo al que se proporcioné el bolo con selenito de sodio fue 2 veces
mayor al ABC del grupo al que se administré el bolo placebo.

« El bolo de selenito de sodio no presentd efecto significativo sobre el peso de las

unidades de experimentacion (vacas).
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ANEXO |

Tabla 27. Calendario de muestreo

Mes / Dia ||Domingo| Lunes | Martes | Miércoles | Jueves | Viernes| Sabado
1 2 3 4 5 6
7 8 9 10 11 12 13
ENERO 14 15 16 17 18 19 20
21 22 23 24 25 26 27
28 29 30 31
1 2 3
4 5 6 7 8 9 10
11 12 13 14 15 16 17
FEBRERO 18 19 20 21 22 23 24
25 26 27 28 29 30
1
2 3 4 5 6 7 8
9 10 11 12 13 14 15
MARZO 16 17 18 19 20 21 22
23 24 25 26 27 28 29
30 31
ABRIL 1 2 3 4 5

— Dia de toma de muestra
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ANEXO 11

Preparacion de soluciones

@ Acido Clorhidrico (HCI) 7M.

a) Tomar 590mL de HCI concentrado.

b) Poner una pequefia cantidad de agua desionizada en un matraz volumétrico de
1L.

c) Vertir el acido concentrado en el matraz volumétrico de 1L.
d) Llevar ala marca de aforo con agua desionizada.

@ Borohidruro de Sodio al 1%.

a) Pesar 0.508g de Hidrdxido de Sodio (NaOH) y 0.612g de Borohidruro de Sodio
b) Disolver con agua desionizada.

e Sino se pesa exactamente se realiza la siguiente conversion:

(Peso NaOHyeqi ) (Peso NaBHgteorico). = Pesar NaBH,4
PESO NaOHte()rico

c) Vetir en un matraz volumétrico de 100mL y llevar a la marca de aforo con agua
desionizada.

L Preparacion de la curva de calibracion

a) Del estandar de Selenio High-Purity, tomar 50 puL con una micropipeta

b) Vaciar el volumen tomado con la micropipeta en un matraz volumétrico de 25
mL.

¢) Con agua desionizada llevar a la marca de volumen de aforo; asi se tendra una
concentracion de 2000mcg/L.

d) De la solucidn stock tomar los siguientes voliumenes mostrados en la siguiente

tabla con micropipetas y vaciar el contenido en matraces aforados de 50mL.

68



Viviaana Olivia Ortiz Aguilar

Anexos

SISTEMA CONCENTRACION VOLUMEN
ppb pL
1 1 25
2 5 125
3 9 225
4 13 325
5 17 425

e) Con HCI 7M llevar a la marca de volumen de aforo cada matraz volumétrico de

50 mL.
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ANEXO I11

Tratamiento de las muestras

1.

o g > w

~

o

Con ayuda de una micropipeta de capacidad de 1-5mL se pesa 1 gramo de muestra
(plasma) en un vaso de teflon utilizando una balanza analitica. y se registran los
pesos.

Posteriormente adicionar 3mL de agua desionizada y 5 mL de acido nitrico
concentrado.

Seguido se adiciona 1mL de perdxido de Hidrégeno (H,0,)

La muestra se mantuvo 30 minutos en reposo

Colocar a cada tapon de los vasos una membrana HP-500 safety.

Cerrar los vasos con los tapones, colocarlos en las chaquetas y en las bases de
plastico para montarlas en el carrusel.

Montar las bases que contienen a los vasos en el carrusel, colocando en el vaso

control el censor de Temperatura.

. Posteriormente la muestra se somete a digestion acida en el Horno de microonadas.

Digestion de las muestras

Conectar y encender el Horno de microondas.

Indicar mend, revisar métodos, presionar en la pantalla “select” y elegir “Plasma 2—
HP500 .

Abrir la puerta del Horno y colocar el carrusel hasta que embone en la base del
horno.

Conectar el censor de temperatura en la pared superior del horno y verificar que la
pantalla nos indique una temperatura.

Verificar que gire adecuadamente el carrusel oprimiendo “O”.

Cerrar la puerta del horno y oprimir el boton “Start” para iniciar a digestion las

muestras (plasma)
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7.

La digestion se lleva acabo utilizando las siguientes condiciones:

Tabla 28. Condiciones de digestion.

Tiempo de Tiempo de
Potencia | Potencia | Alcance (min.) | Temperatura| Presion | Mantenimiento
(W) (%) (°C) (psi) (min.)
1200 100 6.24 100 350 5.12
1200 100 4.15 140 350 6.12

10.

11.

12.
13.

14.

15.

e De temperatura ambiente se pasa a 100°C en 6.24 minutos.
e Se mantiene la temperatura de 100°C durante 5.12 minutos.
e Se pasa de 100°C a 140°C en 4.15 minutos.

e Se mantiene la temperatura de 140°C durante 6.12 minutos.

e Finalmente se lleva a cabo una etapa de enfriamiento.

Al término de la digestion, abrir la puerta del horno, desconectar el censor de
temperatura del horno y sacar el carrusel.
Apagar el Horno de microondas y desconectarlo
Quitar el censor de temperatura del vaso control y desmontar del carrusel las bases
de plastico que contienen los vasos.
Colocar las bases que contienen los vasos enchaquetados en la campana de
extraccion de gases.

Dejarlos reposar durante 1 hora para que se enfrien.

Desmontar las chaquetas de las bases de plastico y sacar los vasos de las chaquetas
para evitar que estas se mojen.
Posterior a la etapa de enfriamiento cada muestra se transfiere a un matraz
volumétrico de 25mL y lleva hasta el volumen de aforo con acido clorhidrico 7M.
Finalmente se trasvasan las muestras en frascos de polietileno para su posterior

analisis.
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ANEXO IV

Cuantificacion

Se utiliza un espectrofotometro de absorcion atomica con el sistema de generador de

hidruros, la presion de los gases fue de 50psi para nitrogeno y de 20psi para acetileno.

El flujo de la muestra fue de 7mL/minuto y el acido y reductor de 1mL/minuto.

La curva de calibracién utilizada fue de 1- 17ppb (mcg/L), las absorbancias de las muestras
se interpolaron en dicha curva, obteniendo asi las concentraciones de las muestras.

Manejo del EAA

1. Abrir los tanques de gas de nitrogeno y acetileno (para el caso de acetileno, la presion
del tanque no debe ser menor a 100psi), verificando que la compresora esté encendida y
que la presion de los gases sea la indicada para el equipo.

2. Abrir las llaves de gas de aire, acetileno y nitrégeno, que se encuentran en el laboratorio
de analitica.

3. Colocar la chimenea, el generador de hidruros médulo VGA-77, la celda de cuarzoy la
ventana de la flama.

4. Conectar la manguera de drenaje de desechos en la parte inferior del médulo VGA-77'y
se termina de conectar esta manguera en un frasco de desechos.

5. Colocar los tubos capilares de acido (A), reductor (R) y muestra (M) en el la bomba

peristaltica del generador de Hidruros, para controlar el flujo.

1S

Ajustar los tubos capilares con el controlador de flujo y oprimiendo la barra de presion.

~

Este mdédulo cuenta con un cable independiente y se debe conectar al médulo VGA-77
y a la corriente eléctrica.
8. Alinear la ranura del quemador paralelamente con el haz de luz, utilizando una tarjeta

marcada con una linea perpendicular a la ranura del quemador.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

En la ventana se muestra el controlador de la altura del quemador, un controlador
manual se localiza a un lado de la cAmara de atomizado y otro controlador es para
mover el quemador adentro / afuera.

El guemador cuenta con una palanca con la que se puede girar.

Conectar la trampa en la celda de cuarzo.

Montar la celda de cuarzo en un soporte metalico especial.

Colocar la ventana de seguridad.

Encender el equipo con el botdn de encendido y apagado del instrumento.

Estabilizar el flujo en el Generador de Hidruros con agua desionizada.

Encender el Generador VGA-T77.

Al medir el flujo, colocar los capilares en las soluciones correspondientes, solo el de la
muestra se coloca en agua hasta estabilizar el equipo.

Encender la computadora.
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ANEXO V

Manejo del Software

1. Acceso directo a SpectrAA
2. Dar clic en el Icono Worksheet; para editar el método.
3. Dar clic en New; para crear un nuevo método.
4. Se abre una nueva ventana y se da Clic en el icono de Develop
0 Add methods
o Element: Se
o Matrix:  HCI
0 Method type: X vapor
o OK
5.Se da clic en el icono de Edit Methods
6. De la ventana que se abre, se da clic en la pestafia de Type/Mode
o Element: Se
o Matrix: HCI
7. Luego se da clic en la pestafia de Standars y se colocan las concentraciones a utilizar.
o Units: mcg/L
Sampling Mode: manual
Flame type: air/acetylene
Air flow: 13.5
Acetylene flow: 2.0

O O O O

8. Posteriormente se da clic en la pestafia de Measurement
o0 Measurement Mode: Integration
o Calibration Mode: Concentracion
0 Replicates:estanda 3
and sample 3
9. Finalmente se da clic en la pestafia de Optical

o Lamp position:
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10. Después se da clic en instrument:
0 Optimize:Estabilizar 10 min hasta tener la linea verde.
o Verificar con la tarjeta marcada el haz de luz.
o Poner 6.1 mm de altura del haz de
luz en la ventana.
o En la ventana se muestra el controlador de la altura del quemador
con una linea verde y un valor que debe ser mayor de 1.
0 Rescale: para disminuir el voltaje, mover los tronillos de la lampara
hasta lo mas que suba la linea verde.
0 Rescale: para ajustar la sefial y anotar el voltaje sin celda
o Voltaje sin celda
11. Cambiar el agua por HCI y colocar los 3 capilares en el HCI.
12. Tapar de arriba el separador gas-liquido con papel, para que avance, hasta que no haya
2 fases y se muestre homogéneo el sistema.
13. Colocar los capilares en las soluciones correspondientes: reductor (R) en Borohidruro
de sodio, &cido (A) en HCI y muestra (M) en agua.
14. Cuando el sistema esté homogéneo y no haya efervescencia en el separador gas-
liquido, indica que el sistema se ha estabilizado.
15. Colocar la celda de cuarzo con la trampa y cerrar la ventana de flama.
16. Verificar en la barra verde que la sefial de un valor arriba de 6.0
17. Se da un Rescale: para que aumente el valor a 0.9 y anotar el voltaje con celda.
18. Encender el generador de hidruros.
19. Mover la celda sujetdndola de su soporte, hasta que quede libre la ranura del
quemador (aprox. 45° de inclinacién).
20.Encender la flama con el boton rojo de Ignicion
21. Colocar lentamente la celda en su lugar y encender la campana.
22. Dar un clic en Optimize Signal: la barra mostrara la sefial de absorbancia detectada
por el instrumento. La sefial debe ser aprox. 0.0
23. Dar clic en Ints zero: que ajusta la sefial a cero de absorbancia, debe de dar 0.00
24. Leer la curva de calibracién, colocando el capilar de la muestra en los sistemas.
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25.

26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.

33.
34.

Colocar la concentracion media (estandar 3 ) de la curva de calibracion y leer, si da
la absorbancia esperada o una linea azul, es indicativo de que si esta leyendo Se.
Retirar el capilar del sistema y colocarlo en el contenedor de HCI.

Esperar a que la sefial esté en cero, se presiona ok y se cierra la ventana.

Se seleccionan las celdas a utilizar y se presiona start

Leer la curva de calibracion, colocando el capilar de la muestra en los sistemas.

Una vez aceptada la curva de calibracion, leer cada una de las muestras

Ya que se terminan de realizar las lecturas, se guardan y se cierra el programa
Spectr AA asi como la computadora.

Colocar los tres capilares en HCI durante 5 minutos y posteriormente en agua otros
5 minutos.

Apagar y desmontar el equipo.

Cerrar las llaves de paso de las lineas de los gases y los tanques.
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ANEXO VI

Evaluacion del granulado

Tabla 29. Evaluacién del granulado

Caracteristica Estadistica Valor obtenido
Media 14.7533
Bel. Flujo Dinamico CV (%) 0.4684
(9/s) Maximo 14.8600
Minimo 14.6700
Media 7.4733
Vel. Flujo Estatico CVv 2.0271
(9/s) Maximo 7.6800
Minimo 7.2800
Media 44.6667
Angulo Reposo Cv 1.1194
(grados) Maximo 45.0000
Minimo 44,0000
Media 0.1000
Humedad CcVv 86.6025
(%) Méaximo 0.2000
Minimo 0.1000
Media 1.2422
Dens. Aparente CVv 0.9675
(g/ml) Maximo 1.2600
Minimo 1.2300
Media 1.4433
Dens. Compactada CVv 0.9165
(g/ml) Maximo 1.4600
Minimo 1.4300
Media 14.0000
indice de Carr cVv 0.0000
(%) Maximo 14.0000
Minimo 14.0000
Media 1.1600
indice de Haussner CV 0.0000
Maximo 1.1600
Minimo 1.1600
Media 721.4310
Tamafio de particula Cv 0.2269
(micrones) Méaximo 722.8960
Minimo 717.9270
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ANEXO VII

Tabla 30. Resultados de la concentracidn de Selenio basal en plasma de la unidad
experimental 860 (Grupo tratamiento).

Dia de Muestra Vol aforo Conc ||mcg/L Se
Fecha estudio @) en mL Abs instr Muestra
170106 0 1.0217 25 0.0347 0.8 19.58
200106 1 0.5054 25 0.0347 1.87 92.50
230106 2 1.0221 25 0.0347 1.96 47.94
260106 3 1.0137 25 0.0347 1.22 30.09

Grafica 19. Concentracién basal de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 860)

Selenio en plasma (ng/gr)

Tiempo (Dias)
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Tabla 31. Resultados de la concentracién de Selenio basal en plasma de la unidad
experimental 861 (Grupo tratamiento).

Dia de Muestra Vol aforo Conc mcg/L Se
Fecha]| estudio ©) en mL Abs instr Muestra
170106 0 1.0049 25 0.0177 0.78 19.40
200106 1 0.5085 25 0.0313 1.66 81.61
230106 2 1.0151 25 0.028 1.49 36.70
260106 3 1.0164 25 0.0327 1.14 28.04

Grafica 20. Concentracion basal de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 861)

Selenio en plasma (ng/gr)

Tiempo (Dias)
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Tabla 32. Resultados de la concentracion de Selenio basal en plasma de la unidad
experimental 867 (Grupo tratamiento).

Dia de Muestra Vol aforo Conc mcg/L Se
Fecha estudio @) en mL Abs instr Muestra
170106 0 1.0193 25 0.0397 1.86 45.62
200106 1 0.5089 25 0.0312 1.66 81.55
230106 2 1.0186 25 0.0395 2.08 51.05
260106 3 1.0049 25 0.0525 1.92 47.77

Grafica 21. Concentracion basal de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 867)

Selenio en plasma (ng/gr)

Tiempo (Dias)
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Tabla 33. Resultados de la concentracién de Selenio basal en plasma de la unidad
experimental 870(Grupo tratamiento).

Dia de Muestra Vol aforo Conc mcg/L Se
Fecha estudio ©) en mL Abs instr Muestra
170106 0 1.0149 25 0.0217 0.97 23.89
200106 1 0.5097 25 0.0325 1.72 84.36
230106 2 1.0163 25 0.0552 2.88 70.85
260106 3 1.0153 25 0.0666 2.52 62.05

Grafica 22. Concentracién basal de Selenio en plasma en funcién del tiempo (UE 870)

Selenio enplasma (ng/gr)

Tiempo (Dias)
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Tabla 34. Resultados de la concentracién de Selenio basal en plasma de la unidad
experimental 142(Grupo tratamiento).

Dia de Muestra Vol aforo Conc mcg/L Se
Fecha estudio ©) en mL Abs instr Muestra
170106 0 1.0128 25 0.0133 0.58 14.32
200106 1 0.5086 25 0.0321 1.7 83.56
230106 2 1.0181 25 0.0332 1.76 43.22
260106 3 1.0193 25 0.0434 1.56 38.26

Grafica 23. Concentracion basal de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 142)

Selenio enplasma (ng/gr)

Tiempo (Dias)
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Tabla 35. Resultados de la concentracion de Selenio basal en plasma de la unidad
experimental 863(Grupo Placebo).

Dia de Muestra Vol aforo Conc mcg/L Se
Fecha estudio ) en mL Abs instr Muestra
170106 0 1.0076 25 0.0356 1.65 40.94
200106 1 0.5004 25 0.0276 1.47 73.44
230106 2 1.0226 25 0.0362 1.91 46.69
260106 3 1.0228 25 0.5665 15.81 386.44

Grafica 24. Concentracion basal de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 863)

Selenio en plasma (ng/gr)

Tiempo (Dias)
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Tabla 36. Resultados de la concentracion de Selenio basal en plasma de la unidad
experimental 395(Grupo Placebo).

Dia de Muestra Vol aforo Conc mcg/L Se
Fecha estudio @) en mL Abs instr Muestra
170106 0 1.0021 25 0.022 0.98 24.45
200106 1 0.5065 25 0.0317 1.68 82.92
230106 2 1.033 25 0.0409 2.15 52.03
260106 3 1.0287 25 0.0378 1.33 32.32

Grafica 24. Concentracion basal de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 395)

Concentracion (ng de Se por g de plasma)

Tiempo (Dias de muestreo)
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Tabla 37. Resultados de la concentracién de Selenio basal en plasma de la unidad
experimental 864(Grupo Placebo).

Dia de Muestra Vol aforo Conc mcg/L Se
Fecha estudio ©) en mL Abs instr Muestra
170106 0 1.0048 25 0.0274 1.24 30.85
200106 1 0.5021 25 0.0275 2.9 144.39
230106 2 1.004 25 0.0379 2 49.80
260106 3 1.0168 25 0.0404 1.44 35.41

Grafica 26. Concentracién basal de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 864)

60 -

50 A

40 +

30

20

Selenio en plasma (ng/gr)

10 -

Tiempo (Dias)
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Tabla 38. Resultados de la concentracién de Selenio basal en plasma de la unidad
experimental 876(Grupo Placebo).

Dia de Muestra Vol aforo Conc mcg/L Se
Fecha estudio ©) en mL Abs instr Muestra
170106 0 1.0054 25 0.0313 1.43 35.56
200106 1 0.5043 25 0.0338 1.79 88.74
230106 2 1.0125 25 0.0409 2.15 53.09
260106 3 1.0186 25 0.0336 1.17 28.72

Grafica 27. Concentracién basal de Selenio en plasma en funcién del tiempo (UE 876)

Selenio en plasma (ng/gr)

Tiempo (Dias)
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Tabla 39. Resultados de la concentracion de Selenio basal en plasma de la unidad
experimental 874(Grupo Placebo).

Dia de Muestra Vol aforo Conc mcg/L Se
Fecha estudio ) en mL Abs instr Muestra
170106 0 1.0057 25 0.0284 1.29 32.07
200106 1 0.508 25 0.0358 1.89 93.01
230106 2 1.0137 25 0.4613 0.00
260106 3 1.0193 25 0.0435 1.56 38.26

Grafica 28. Concentracion basal de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 874)

Selenio en plasma (ng/gr)

Timpo (Dias)
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ANEXO VIII

Tabla 40. Resultados de la concentracion de Selenio en plasma de la unidad
experimental 860 (Grupo tratamiento).

Muestra Vol
. mcg/L Se mcg/L Se ||mcg/L Se
Fecha @) aforo Abs Conc instr Ml?estra bgasal an?mal*
en mL

0 1.0046 25 0.0407 1.45 36.08 43.82 -7.73
5 1.0042 25 0.0536 1.97 49.04 43.82 5.22

8 1.0109 25 0.1686 7.7 190.42 43.82 146.60
11 1.0203 25 0.109 4,52 110.75 43.82 66.93
14 1.0212 25 0.0763 2.95 72.22 43.82 28.39
17 1.0098 25 0.0594 2.21 54.71 43.82 10.89
20 1.007 25 0.063 2.37 58.84 43.82 15.01
23 1.0073 25 0.0451 1.62 40.21 43.82 -3.61

26 1.0323 25 0.0437 1.57 38.02 43.82 -5.79

29 1.0066 25 0.0236 1.26 31.29 43.82 -12.52
33 1.017 25 0.0248 1.32 32.45 43.82 -11.37
36 1.0203 25 0.0493 2.37 58.07 43.82 14.25
42 1.027 25 0.0411 1.93 46.98 43.82 3.16

47 1.0069 25 0.0159 0.93 23.09 43.82 -20.72
50 1.0086 25 0.0101 0.59 14.62 43.82 -29.19
54 1.0248 25 0.0095 0.56 13.66 43.82 -30.15

* Este valor se obtuvo al restar al promedio de concentraciones basales cada una de las
concentraciones.

Grafica 29. Concentracion de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 860)
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Tabla 41. Resultados de la concentracién de Selenio en plasma de la unidad
experimental 861 (Grupo tratamiento).

Muestra Vol aforo . mcg/L Se|| mcg/L Se ||mcg/L Se
Fechal @) en mL Abs Conc instr Muestra basal animal*
0 1.0035 25 0.0418 1.49 37.12 28.5 8.62
5 1.005 25 0.1988 9.38 233.33 28.5 204.83
8 1.0033 25 0.1883 8.8 219.28 28.5 190.77
11 1.024 25 0.0919 3.68 89.84 28.5 61.34
14 1.0017 25 0.0796 3.1 77.37 28.5 48.86
17 1.0102 25 0.0474 1.72 42.57 28.5 14.06
20 1.0018 25 0.057 2.11 52.66 28.5 24.15
23 1.0022 25 0.0421 1.51 37.67 28.5 9.16
26 1.0023 25 0.0433 1.55 38.66 28.5 10.16
29 1.0085 25 0.015 0.8 19.83 28.5 -8.66
33 1.0184 25 0.0308 1.63 40.01 28.5 11.51
36 1.0169 25 0.0475 2.27 55.81 28.5 27.30
42 1.0075 25 0.0365 1.7 42.18 28.5 13.68
47 1.0056 25 0.0206 1.2 29.83 28.5 1.33
50 1.0064 25 0.0075 0.45 11.18 28.5 -17.32
54 1.018 25 0.0131 0.77 18.91 28.5 -9.59

* Este valor se obtuvo al restar al promedio de concentraciones basales cada una de las
concentraciones.

Grafica 30. Concentracion de Selenio en plasma en funcién del tiempo (UE 861)

250 -
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Tabla 42. Resultados de la concentracidn de Selenio en plasma de la unidad
experimental 867 (Grupo tratamiento).

Muestra Vol
. mcg/L Se ||mcg/L Se]|mcg/L Se
Fecha @) aforo Abs Conc instr Ml?estra b%sal an?mal*
en mL

0 1.0082 25 0.0457 1.65 40.91 48.15 -7.23
5 1.016 25 0.2179 10.43 256.64 48.15 208.49
8 1.021 25 0.206 9.78 239.47 48.15 191.32
11 1.0064 25 0.0401 1.43 35.52 48.15 -12.62
14 1.0101 25 0.1106 4.6 113.85 48.15 65.70
17 1.0181 25 0.0614 2.3 56.48 48.15 8.32

20 1.0048 25 0.0642 2.43 60.46 48.15 12.30
23 1.0012 25 0.0498 1.81 45.20 48.15 -2.95
26 1.0081 25 0.0459 1.65 40.92 48.15 -7.23
29 1.0217 25 0.0315 1.67 40.86 48.15 -7.28
33 1.0091 25 0.0232 1.24 30.72 48.15 -17.42
36 1.0146 25 0.0466 2.22 54.70 48.15 6.55

42 1.0212 25 0.0461 2.2 53.86 48.15 5.70

47 1.0082 25 0.0293 1.68 41.66 48.15 -6.49

50 1.0113 25 0.166 0.97 23.98 48.15 -24.17
54 1.0134 25 0.0112 0.66 16.28 48.15 -31.86

* Este valor se obtuvo al restar al promedio de concentraciones basales cada una de las
concentraciones.

Grafica 31. Concentracion de Selenio en plasma en funcién del tiempo (UE
867)
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Tabla 43. Resultados de la concentracién de Selenio en plasma de la unidad
experimental 870 (Grupo tratamiento).

Muestra (g)||Vol aforo Abs |lcone instr mcg/L Se||mcg/L Se mcg/L Se
Fechal en mL Muestra || basal ||animal*
0 1.0081 25 0.0544 2 49.60 52.26 -2.66
5 1.0256 25 0.1743 8.02 195.50 52.26 143.23
8 1.0004 25 0.1173 4.94 123.45 52.26 71.19
11 1.0077 25 0.1205 5.11 126.77 52.26 74.51
14 1.004 25 0.0685 2.61 64.99 52.26 12.73
17 1.0158 25 0.0506 1.85 45.53 52.26 -6.729
20 1.0183 25 0.0468 1.69 41.49 52.26 -10.76
23 1.0203 25 0.0414 1.48 36.26 52.26 -15.99
26 1.0323 25 0.0421 1.5 36.33 52.26 -15.93
29 1.014 25 0.0368 1.94 47.83 52.26 -4.42
33 1.013 25 0.0368 1.94 47.88 52.26 -4.38
36 1.0199 25 0.0669 3.36 82.36 52.26 30.10
42 1.0123 25 0.0534 2.59 63.96 52.26 11.70
47 1.012 25 0.0407 2.31 57.07 52.26 4.80
50 1.0123 25 0.0225 1.31 32.35 52.26 -19.90
54 1.0163 25 0.0135 0.79 19.43 52.26 -32.82

* Este valor se obtuvo al restar al promedio de concentraciones basales cada una de las
concentraciones.

Grafica 32. Concentracion de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 870)
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Tabla 44. Resultados de la concentracién de Selenio en plasma de la unidad
experimental 142 (Grupo tratamiento).

Muestra (g)||Vol aforo Abs |lcone instr mcg/L Se||mcg/L Se mcg/L Se
Fechal en mL Muestra || basal ||animal*
0 1.0075 25 0.0367 1.3 32.26 31.93 0.33
5 1.004 25 0.3508 15.92 396.41 31.93 364.48
8 1.0031 25 0.3427 15.72 391.79 31.93 359.86
11 1.0131 25 0.1911 8.96 221.10 31.93 189.17
14 1.003 25 0.1537 6.88 171.49 31.93 139.56
17 1.0232 25 0.0795 3.1 75.74 31.93 43.81
20 1.0053 25 0.0802 3.13 77.84 31.93 45.91
23 1.003 25 0.0648 2.45 61.07 31.93 29.14
26 1.0102 25 0.0595 2.22 54.94 31.93 23.01
29 1.0023 25 0.0501 2.62 65.35 31.93 33.42
33 1.0096 25 0.0262 1.4 34.67 31.93 2.74
36 1.018 25 0.0507 2.44 59.92 31.93 27.99
42 1.0282 25 0.0469 2.24 54.46 31.93 22.53
47 1.012 25 0.0292 1.68 41.50 31.93 9.57
50 1.0131 25 0.0223 1.29 31.83 31.93 -0.10
54 1.036 25 0.023 1.33 32.09 31.93 0.16

* Este valor se obtuvo al restar al promedio de concentraciones basales cada una de las
concentraciones.

Grafica 33. Concentracion de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 142)
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Tabla 45. Resultados de la concentracién de Selenio en plasma de la unidad
experimental 863 (Grupo placebo).

Muestra (g)||Vol aforo Abs |lcone instr mcg/L Se||mcg/L Se mcg/L Se
Fechal en mL Muestra || basal ||animal*
0 1.0091 25 0.0315 1.1 27.25 32.53 -5.28
5 1.0116 25 0.0424 1.52 37.56 32.53 5.03
8 1.0061 25 0.2569 12.44 309.11 32.53 276.58
11 1.0259 25 0.4536 16.95 413.05 32.53 380.52
14 1.0319 25 0.0364 1.28 31.01 32.53 -1.52
17 1.0052 25 0.046 1.66 41.29 32.53 8.76
20 1.0052 25 0.0267 0.92 22.88 32.53 -9.65
23 1.0072 25 0.0253 0.87 21.59 32.53 -10.94
26 1.0119 25 0.0272 0.94 23.22 32.53 -9.31
29 1.0166 25 0.0415 2.18 53.61 32.53 21.08
33 1.0174 25 0.0278 1.48 36.37 32.53 3.84
36 1.0127 25 0.0487 2.34 57.77 32.53 25.24
42 1.022 25 0.0332 1.53 37.43 32.53 4.90
47 1.0086 25 0.0199 1.16 28.75 32.53 -3.78
50 1.0089 25 0.0026 0.15 3.72 32.53 -28.81
54 1.0155 25 0.0172 1 24.62 32.53 -7.91

* Este valor se obtuvo al restar al promedio de concentraciones basales cada una de las
concentraciones.

Grafica 34. Concentracion de Selenio en plasma en funcién del tiempo (UE 863)
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Tabla 46. Resultados de la concentracién de Selenio en plasma de la unidad
experimental 395 (Grupo placebo).

Muestra (g)||Vol aforo Abs |lcone instr mcg/L Se||mcg/L Se mcg/L Se
Fechal en mL Muestra || basal ||animal*
0 1.0096 25 0.0488 1.77 43.83 36.27 7.56
5 1.015 25 0.0489 1.78 43.84 36.27 7.57
8 1.0011 25 0.0288 1 24.97 36.27 -11.30
11 1.0173 25 0.0989 4.02 98.79 36.27 62.52
14 1.0095 25 0.0405 1.44 35.66 36.27 -0.61
17 1.0252 25 0.0306 1.06 25.85 36.27 -10.42
20 1.0057 25 0.0291] 1.01 25.11 36.27 | -11.16
23 1.0279 25 0.0312] 1.08 26.27 36.27 | -10.00
26 - - - - - - -
29 - - - - - - -
33 - - - - - - -
36 - - - - - - -
42 - - - - - - -
47 - - - - - - -

* Este valor se obtuvo al restar al promedio de concentraciones basales cada una de las
concentraciones.

- Indica que no hay valor, esto se debe a que el animal fue sacrificado antes de terminar el

estudio.

Grafica 35. Concentracion de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 395)
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Tabla 47. Resultados de la concentracion de Selenio en plasma de la unidad
experimental 864 (Grupo placebo).

Muestra (g)||Vol aforo Abs |lconc instr mcg/L Se||mcg/L Se mcg/L Se

Fech en mL Muestra || basal ||animal*
0 1.0084 25 0.04 1.42 35.20 38.69 -3.49
5 1.0137 25 0.0485 1.65 40.69 38.69 2.00
8 1.0078 25 0.0288 1 24.81 38.69 -13.88
11 1.0189 25 0.0447 1.61 39.50 38.69 0.81
14 1.0108 25 0.0333 1.16 28.69 38.69 -10.00
17 1.0118 25 0.0509 1.86 45.96 38.69 7.27
20 1.0001 25 0.0345 1.21 30.25 38.69 -8.44
23 1.0169 25 0.0264 0.91 22.37 38.69 -16.32
26 1.0118 25 0.024 0.82 20.26 38.69 -18.43
29 1.0061 25 0.0214 1.14 28.33 38.69 -10.36
33 1.0098 25 0.0252 1.34 33.17 38.69 -5.52
36 1.0167 25 0.049 2.35 57.78 38.69 19.09
42 1.012 25 0.0347 1.6 39.53 38.69 0.84
47 1.0154 25 0.0173 1.01 24.87 38.69 -13.82
50 1.0035 25 0.00085 0.05 1.25 38.69 -37.44
54 1.0203 25 0.0026 0.19 4.66 38.69 -34.03

* Este valor se obtuvo al restar al promedio de concentraciones basales cada una de las
concentraciones.

Grafica 36 Concentracion de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 864)
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Tabla 48. Resultados de la concentracién de Selenio en plasma de la unidad
experimental 876 (Grupo placebo).

Muestra (g)]|Vol aforo Abs |lconc instr mcg/L Se||mcg/L Se mcg/L Se

Fechal enmL Muestra || basal ||animal*
0 1.0027 25 0.0512 1.87 46.62 39.12 7.50
5 1.0087 25 0.0528 1.94 48.08 39.12 8.96
8 1.0062 25 0.0439 1.58 39.26 39.12 0.14
11 1.0164 25 0.0463 1.67 41.08 39.12 1.96
14 1.0041 25 0.0272 0.93 23.16 39.12 -15.96
17 1.0125 25 0.0306 1.06 26.17 39.12 -12.95
20 0.9966 25 0.0328 1.15 28.85 39.12 -10.27
23 1.0295 25 0.0348 1.22 29.63 39.12 -9.49
26 1.0272 25 0.0333 1.16 28.23 39.12 -10.89
29 1.0056 25 0.0254 1.35 33.56 39.12 -5.56
33 1.0147 25 0.0425 2.23 54.94 39.12 15.82
36 1.0114 25 0.0462 2.2 54.38 39.12 15.26
42 1.0113 25 0.0332 1.53 37.82 39.12 -1.30
47 1.0154 25 0.176 1.03 25.36 39.12 -13.76
50 41.0032 25 0.0181 1.06 0.65 39.12 -38.47
54 1.0133 25 0.0059 0.35 8.64 39.12 -30.48

* Este valor se obtuvo al restar al promedio de concentraciones basales cada una de las
concentraciones.

Grafica 37. Concentracion de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 876)
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Tabla 49. Resultados de la concentracion de Selenio en plasma de la unidad
experimental 874 (Grupo placebo).

Muestra (g)||Vol aforo Abs |lconc instr mcg/L Se||mcg/L Se mcg/L Se

Fechal enmL Muestra || basal ||animal*
0 1.0321 25 0.0432 1.55 37.54 35.16 2.38
5 1.0055 25 0.191 8.95 222.53 35.16 187.37
8 1.004 25 0.0401 1.43 35.61 35.16 0.45
11 1.0169 25 0.0388 1.38 33.93 35.16 -1.23
14 1.0231 25 0.0343 1.2 29.32 35.16 -5.84
17 1.0066 25 0.0343 1.2 29.80 35.16 -5.36
20 1.175 25 0.0382 1.35 28.72 35.16 -6.44
23 1.0156 25 0.0257 0.88 21.66 35.16 -13.50
26 1.0152 25 0.0237 0.84 20.69 35.16 -14.47
29 1.0196 25 0.0228 1.22 29.91 35.16 -5.25
33 1.0126 25 0.0224 1.2 29.63 35.16 -5.53
36 1.0109 25 0.0395 1.85 45.75 35.16 10.59
42 1.023 25 0.0276 1.25 30.55 35.16 -4.61
47 1.0549 25 0..089 0.53 12.56 35.16 -22.60
50 1.0061 25 0.0053 0.31 7.70 35.16 -27.46
54 1.0133 25 0.0026 0.16 3.95 35.16 -31.21

* Este valor se obtuvo al restar al promedio de concentraciones basales cada una de las
concentraciones.

Grafica 38. Concentracion de Selenio en plasma en funcion del tiempo (UE 874)
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ANEXO IX
Tabla 50. Pardmetros farmacocinéticos obtenidos con el programa estadistico
WinNonlin
Tmax|| Cmax ||JABCINF_obs| [MRTINF_obs

Vaca]| Rsq [|Corr XY][t1/2 (dia)| | (dia) | [(mcg/L)]| (dia*mcg/L) (dia) Fluido
| 860 ||0.7013] | -0.8374 || 85005 ||8oooo|[1a66000]| 11270130 || 164839 |[plasmal
| 861 ||0.8786| | -0.9373 || 25722 ||s0000|[2048300]| 22007855 || 121606 |[Plasmal
| 867 |10.9903| | -0.9951 || 193352 ||s0000| [2084900]| 23809439 || 136106 ||Plasma]
| 870 ||0.9988| | -0.9994 || 41654 ||s0000|[1432400]| 16958649 || 172363 ||Plasma]
| 142 |/0.9314] | -0.9651 || 16373 ||s0000|[3644800]| 43849120 || 120020 ||Plasmal

Vaca con 1D 860

Date: 5/31/2005
Time: 16:57:12

WINNONLIN NONCOMPARTMENTAL ANALYSIS PROGRAM
Version 4.1 Build 200307301056
Core Version 16May2003

Settings

Model: Plasma Data, Extravascular Administration
Number of nonmissing observations: 8

Dose time: 0.00

Dose amount: 1000.00

Weighting for lambda_z calculation: Uniform weighting
Calculation method: Linear Trapezoidal with Linear Interpolation
Lambda_z method: Find best fit for lambda_z

Summary Table

Time Conc. Pred. Residual AUC AUMC Weight
day ng/mL ng/mL ng/mL  day*ng/mL day*day*ng/mL

0.0000 @ 0.0000 0.0000 0.0000

5.000 5.220 13.05 65.25

8.000 * 146.6 62.48 84.12 240.8 1864. 1.000
11.00 * 66.93 48.92 18.01 561.1 4727 . 1.000
14.00 * 28.40 38.31 -9.907 704.1 6428. 1.000
17.00 * 10.89 29.99 -19.10 763.0 7302. 1.000
20.00 * 15.02 23.49 -8.465 801.9 8030. 1.000
36.00 * 14.25 6.371 7.879 1036. 1.454e+004 1.000
42.00 * 3.160 3.906 -0.7458 1088. 1.647e+004 1.000

98



Viviaana Olivia Ortiz Aguilar Anexos

Vaca con ID 861

Date: 5/31/2005
Time: 16:57:12

WINNONLIN NONCOMPARTMENTAL ANALYSIS PROGRAM
Version 4.1 Build 200307301056
Core Version 16May2003

Settings

Model: Plasma Data, Extravascular Administration
Number of nonmissing observations: 13

Dose time: 0.00

Dose amount: 1000.00

Weighting for lambda_z calculation: Uniform weighting
Calculation method: Linear Trapezoidal with Linear Interpolation
Lambda_z method: Find best fit for lambda_z

Summary Table

Time Conc. Pred. Residual AUC AUMC Weight
day ng/mL ng/mL ng/mL  day*ng/mL day*day*ng/mL

0.0000 8.620 0.0000 0.0000

5.000 204.8 533.6 2560

8.000 190.8 1127. 6386.

11.00 61.34 1505. 9687.

14.00 48.87 1671. 1.173e+004

17.00 14.07 1765. 1.311e+004

20.00 24.16 1822. 1.419e+004

23.00 9.170 1872. 1.524e+004

26.00 10.16 1901. 1.595e+004

33.00 11.51 1977. 1.820e+004

36.00 * 27.31 36.47 -9.160 2035. 2.025e+004 1.000
42.00 * 13.68 7.240 6.440 2158. 2.492e+004 1.000
47.00 * 1.330 1.882 -0.5518 2196. 2.651e+004 1.000
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Vaca con ID 867

Date: 5/31/2005
Time: 16:57:13

WINNONLIN NONCOMPARTMENTAL ANALYSIS PROGRAM
Version 4.1 Build 200307301056
Core Version 16May2003

Settings

Model: Plasma Data, Extravascular Administration
Number of nonmissing observations: 7

Dose time: 0.00

Dose amount: 1000.00

Weighting for lambda_z calculation: Uniform weighting
Calculation method: Linear Trapezoidal with Linear Interpolation
Lambda_z method: Find best fit for lambda_z

Summary Table

Time Conc. Pred. Residual AUC AUMC Weight
day ng/mL ng/mL ng/mL  day*ng/mL day*day*ng/mL

0.0000 @ 0.0000 0.0000 0.0000

5.000 208.5 521.2 2606.

8.000 191.3 1121. 6466 .

14.00 65.70 1892. 1.382e+004

17.00 8.330 2003. 1.541e+004

20.00 * 12.31 12.16 0.1504 2034. 1.599e+004 1.000
36.00 * 6.550 6.852 -0.3020 2185. 1.985e+004 1.000
42 .00 * 5.710 5.526 0.1841 2222. 2.127e+004 1.000

Vaca con ID 870

Date: 5/31/2005
Time: 16:57:13

WINNONLIN NONCOMPARTMENTAL ANALYSIS PROGRAM
Version 4.1 Build 200307301056
Core Version 16May2003

Settings

Model: Plasma Data, Extravascular Administration
Number of nonmissing observations: 7

Dose time: 0.00

Dose amount: 1000.00

Weighting for lambda_z calculation: Uniform weighting
Calculation method: Linear Trapezoidal with Linear Interpolation
Lambda_z method: Find best fit for lambda_z
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Summary Table
Time Conc. Pred. Residual AUC AUMC Weight
day ng/mL ng/mL ng/mL  day*ng/mL day*day*ng/mL
0.0000 @ 0.0000 0.0000 0.0000
5.000 143.2 358.1 1791.
8.000 71.19 679.7 3719.
11.00 74.51 898.3 5803.
14.00 12.73 1029. 7300.
36.00 * 30.10 30.61 -0.5076 1500. 2.118e+004 1.000
42.00 * 11.70 11.28 0.4226 1626. 2.590e+004 1.000
47.00 * 4.810 4.907 -0.09749 1667. 2.770e+004 1.000
Vaca con ID 142
Date: 5/31/2005
Time: 16:57:13
WINNONLIN NONCOMPARTMENTAL ANALYSIS PROGRAM
Version 4.1 Build 200307301056
Core Version 16May2003
Settings
Model: Plasma Data, Extravascular Administration
Number of nonmissing observations: 15
Dose time: 0.00
Dose amount: 1000.00
Weighting for lambda_z calculation: Uniform weighting
Calculation method: Linear Trapezoidal with Linear Interpolation
Lambda _z method: Find best fit for lambda _z
Summary Table
Time Conc. Pred. Residual AUC AUMC Weight
day ng/mL ng/mL ng/mL  day*ng/mL day*day*ng/mL
0.0000 0.3300 0.0000 0.0000
5.000 364.5 912.0 4556 .
8.000 359.9 1999. 1.161e+004
11.00 189.2 2822. 1.905e+004
14.00 139.6 3315. 2.510e+004
17.00 43.81 3590. 2.915e+004
20.00 45_91 3725. 3.164e+004
23.00 29.14 3837. 3.402e+004
26.00 23.01 3916. 3.593e+004
29.00 33.42 4000. 3.828e+004
33.00 2.740 4073. 4.040e+004
36.00 27.99 4119. 4.204e+004
42 .00 * 22.53 35.85 -13.32 4270. 4.791e+004 1.000
47.00 * 9.570 4.317 5.253 4350. 5.140e+004 1.000
54.00 * 0.1600 0.2229 -0.06294 4385. 5.300e+004 1.000
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Tabla 51. Peso (Kg) de las unidades experimentales del Grupo Placebo

ANEXO X

Fecha / Peso (Kg)

D 17/01/2006 | 03/02/2006 | 10/02/2006 | 17/02/2006

0 T 3
395 435 438 450 440
861 268 302 284 256
863 271 300 296 290
142 508 547 521 458
876 215 228 232 214

Grafica 39. Perfiles de los pesos de las UE del Grupo Placebo
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Tabla 52. Peso (Kg) de las unidades experimentales del Grupo Tratamiento

Fecha / Peso (Kg)

17/01/2006 | 03/02/2006 | 10/02/2006 | 17/02/2006
0 1 2 3
864 263 297 300 288
874 213 218 223 217
860 275 288 276 251
867 226 259 255 236
870 240 274 262 260

Grafica 40. Perfiles de los pesos de las UE del Grupo Tratamiento
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ANEXO XI

Anexos

CONCENTRACIONES DE SELENIO EN SANGRE Y PLASMA

Pais

Muestra

Concentracion de
Selenio

Referencia

Nueva Zelanda

Sangre Total

X=310+31 nmol Se/L
Rango 97 — 810 nmol

Knowles, Gace, Wurmes,

Se/L. Lee (1999)
. X=78.25 pg/L Pavlata, Pechova, Illek
Republica Checa | Sangre Total Rango 1.33 - 212.40 (2000)
. 69.21+11.22 pg/L Pavlata, Pechova, Illek
Republica Checa | Sangre Total 68.42+10.7 pg/L (2001)

. . X=191 ug/L Jukola, Hakkarainen,
Finlandia Sangre Total Rango 93 - 305 Saloniemi (1996a)
Ohio, EUA Plasma 60 — 65 ug/L Ivancic, Weiss (2001)

Ohio, EUA Plasma 0.05 pg/mL Weiss, Todhunter, Hogan

(1990)

Washington, EUA

Sangre Total

Sangre: 0.146 pg/mL
Plasma: 0.057 pug/mL

Abdelrahaman, Kincaid

Plasma Sangre: 0.106 pg/mL (1995)
Plasma: 0.031 pg/mL
Adecuado: 115.3
Washington, EUA Suero ng/mL Awadech, Abderahaman,

Excesivo: 287.2 ng/mL

Kinkaid (1996)

Jukola, Hakkarainen

Finlandia Sangre Total 183 - 244 pg/L (1996)
92.6 ng/mL Waldrom, Ward, Overton
EUA Sangre Total (2004)

Nota:

1 nmol de Se = 0.079 pg Se

Si se considera una densidad de 1 g/mL entonces pg/L = ppb = ng/g
(ug/mL)(1000 mL/1L) = pg/L = ppb =ng/g
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