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.  INTRODUCCION

La ovinocultura es una actividad que se lleva a cabo dentro del territorio mexicano
cuyo impacto econdémico es de suma importancia para el desarrollo del pais. En
México existen cinco regiones socioecondémicas que lo dividen, los estados que las
componen se muestran en la Figura 1. La region Centro, donde se ubican los
estados de México, Hidalgo y Puebla, en 2019, fue la de mayor produccion de
ovinos en pie con el 38.7%, la regién Centro occidente aporto el 27.4%, equivalente
ay los estados con mayor participacion fueron Jalisco y Zacatecas; en tercer lugar,
se encontro el Sur sureste con el 21.8%, donde el estado de Veracruz fue el que
tuvo la mayor participacion en esta region (Bobadilla, et al. 2020). Sin embargo la
deficiencia de Se en rumiantes es uno de los motivos principales de la disminucion
de esta actividad debido a que impacta seriamente en la produccién y natalidad de
estos animales, provocando padecimientos tales como “La enfermedad de musculo
blanco”. Por el contrario, la presencia de este elemento en niveles adecuados es
capaz de prevenir el desarrollo de esta enfermedad, debido a que forma parte activa
en enzimas como la glutation-peroxidasa (GSH-Px), cuya importancia radica en

evitar el dafio oxidante de las membranas celulares (Hefnawy et al., 2008).

Para lograr disminuir los casos de muerte de ovinos se han buscado diversas
formas de suplementacion de Se que pueden emplearse dependiendo de las
condiciones productivas de los animales y sus niveles previos de Se (Hefnawy, A.
et al 2008). Algunas de ellas son soluciones inyectables de selenito de sodio,
soluciones via oral, bolos intrarruminales, en el agua o suplemento mineral a libre
acceso (Lopez-Gutiérrez et al.,2012).

No obstante, también es importante tomar en cuenta que la administracion en dosis
inadecuadas de Se cruzan la delgada linea que existe entre su beneficio y su
toxicidad, es por eso que el propoésito del presente trabajo es evaluar por medio de
la glutation peroxidasa y diferentes biomarcadores el efecto que tiene la

administracion de selenato de potasio a ovinas y cual es el impacto que tiene en
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organos que estan altamente relacionados con la metabolizacién del mismo.

Estado de México,
Hidalgo y Puebla 38.7%

Figura 1. Regiones socioecondémicas de México y estados que la componen.

México. 2019 Informacion extraida de Bobadilla, E. et al., 2020

. MARCO TEORICO

1. Se en la suplementacion de los animales

1.1 Funcion e importancia del Se

El Se esta presente en forma inorganica como selenitos y selenatos y en
forma organica como los selenoaminoacidos, los selenopéptidos y las
selenoproteinas, que participan en un conjunto de procesos fisiolégicamente
importantes. Este mineral genera beneficios para la salud ya que forma parte
importante del glutation peroxidasa (GPx), enzima encargada de proteger el
organismo contra agentes oxidantes (Vinchira et al, 2010).Sin embargo, el margen

entre su toxicidad y su deficiencia es muy estrecho con el riesgo que ello supone
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para un adecuado aporte a la poblacién (Lopez, 2013). Es un mineral esencial en la
nutricion animal y se considera su participacion en diversos procesos asociados a
la produccion animal, tan diversos como la fertilidad de la especie y la prevencion

de enfermedades.

El papel bioquimico especifico del Se es como componente funcional de la enzima
antioxidante de mamiferos glutation peroxidasa (GPx), un componente
indispensable del sistema antioxidante en el organismo. El Se también es
importante para la sintesis, el metabolismo y la funcién de las hormonas tiroideas,
gue son reguladores cruciales del desarrollo, el crecimiento y la diferenciacion
(Chiarle, A. 2022). Ademas, la falta de Se puede llegar a ocasionar padecimientos
graves como la “Enfermedad del musculo blanco” causando incluso la muerte en
animales recién nacidos y animales en desarrollo (adultos), esto particularmente en
rumiantes. Se han instrumentado diversas formas de suplementacion del elemento
gue pueden emplearse dependiendo de las condiciones productivas de los animales
y sus niveles previos de Se. Sin embargo, conocer la dosificacion adecuada es de
suma importancia, ya que el exceso del elemento en las dietas o las sales que se
administran a los animales pueden llegar a favorecer las formas agudas de dicha
enfermedad (Hefnawy, A. et al 2008). Se profundizara mas al respecto en el punto
1.3

Como ya se mencionoé en los parrafos anteriores, la importancia de estos minerales
y en patrticular la de los denominados microelementos, en la nutricién y la salud
animal ha sido revalorada en las Ultimas décadas. La relacion de su deficiente o
excesivo aporte con la presentacion de cuadros de enfermedad explica parte del
interés de este trabajo, por lo que se ha manifestado la importancia de estudiar su
fisiologia (consultar Figura 2 “Funciones fisiolégicas del Se en el organismo"),
biotransformacion, biodisponibilidad, patogenia de la deficiencia y, o la intoxicacion
y fuentes y métodos de suplementacion (Hefnawy, A. et al 2008).
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Figura 2. Funciones fisioldgicas del Se en el organismo. En la imagen se observa
el papel de Se en diferentes procesos celulares y en diversos tejidos. Imagen
3tomada de Chiarle, A. 2022. Se= selenio

Por otra parte, este mineral juega un papel esencial en la respuesta
inmunitaria no especifica y su bajo nivel esté relacionado con un sistema inmunitario
debilitado. La deficiencia de Se conduce a la disminucion de la actividad de la
enzima GPx y a la caida de la actividad de los neutrofilos, asi como las células cada

vez mas susceptibles al dafio oxidante.

1.2 Estructura y biotransformacion del Se

El Selenio es un elemento quimico de aspecto gris metalico con nimero
atomico 34. Su simbolo es Se y pertenece al grupo de los no metales y su estado
habitual en la naturaleza es sélido. El Se esta situado en la posicién 34 de la tabla
periddica. El metabolismo del Se es un proceso sistémico que incluye la absorcién,

transporte, transformacién y excrecion de Se.
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El Se se absorbe en la dieta, pasa por varios pasos de conversion y se
incorpora a cadenas polipeptidicas, completando la sintesis de selenoproteina. Las
fuentes dietéticas de absorcion de Se existen en forma inorganica, como selenato y
selenita, y en forma organica, como Sec y SeMet. Este es absorbido por el higado
que sintetiza y exporta SELENOP (Seleno-proteina) que eventualmente circula a
través del torrente sanguineo. SELENOP, con multiples residuos de Sec, transporta
Se a otros tejidos y 6rganos y el Se transportado se convierte en selenofosfato por
vias metabdlicas de Se intracelular. El Se se excreta por exhalacion y orina en forma
de metabolitos de molécula pequefia formados por metilacion secuencial (Kang,
2020). La explicacion grafica se encuentra en la Figura 3. “Metabolismo del Se en

mamiferos”.

El Se desempefia funciones biolégicas en forma de selenoproteinas
sintetizadas por el sistema metabdlico del Se. El Se inorganico ingerido se reduce
primero a seleniuro de hidrogeno (H2Se) a través de los sistemas de glutation (GSH)
y tiorredoxina (TXN). El seleniuro se convierte ademas en aminoacidos Sec para su
incorporacion en sitios especificos de selenoproteinas, como los sitios cataliticos de
una selenoenzima. Las selenoproteinas se pueden clasificar en subfamilias segun
sus funciones celulares, como las implicadas en la antioxidacion, regulacion redox,
metabolismo de la hormona tiroidea, transporte y almacenamiento de Se
(SELENOP), entre otras (Kang, 2020).
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En el higado se lleva a
cabo la sintesis y
expostacion de
Selenoproteinas.

A través del
Torrente Sanguieno

Es eliminado por )
_ orina y la exhalacién. Selenio »Selenofosfato

1 - éo» o

Figura 3. Metabolismo del Se en mamiferos. En la siguiente imagen se observa
la transformacion del Se ingerido en la dieta y otras formas, asi como su utilizacién
a nivel celular. tomada de Kang, 2020. SeMet, selenometionina; Sec,
selenocisteina, selenocisteina liasa SEPHS2.Informacion extraida de Kang, 2020.

1.3 Enfermedad de musculo blanco (EMB)

La importancia del Se como elemento esencial en la fisiologia animal quedo
demostrada en 1957, al indicarse que su deficiencia, en asociacion con la vitamina
E, producia la enfermedad conocida como del “musculo blanco” (Hefnawy, A. et al
2008). Se caracteriza por la presencia de degeneracidén Zencker en fibras o grupos
de fibras musculares. Los musculos de mayor actividad metabdlica son mas
afectados por la enfermedad. Cuando hay deficiencia de Se disminuye la actividad
de las seleno-enzimas en el animal, entre ellas la glutation peroxidasa, que tienen

accion antioxidante.
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Esta enzima, junto con la vitamina E, protegen las membranas celulares de
la lipoperoxidacion y del efecto dafino de los radicales libres. Por ello, cuando hay
deficiencia de Se y/o vitamina E se produce dafio celular y el efecto mas importante
se observa en la musculatura esquelética y cardiaca, provocando degeneracion
hialina de Zenker (Ver Figura 4 “Degeneracion hialina de Zenker en ovinos”),
aumentando con ello la actividad plasmatica de las enzimas celulares de ubicacién

muscular como la aspartato aminotransferasa (AST), y creatin quinasa (CK).

Las fibras musculares presentan imagenes de procesos degenerativos y se
observan hinchadas, fragmentadas y proliferacién de nacleos musculares, como si
las células intentaran reparar el dafo, finalmente las fibras presentan necrosis y
ocurre infiltracion de macréfagos e incremento de fibroblastos, por lo que en la
imagen microscopica llama la atencion la gran cantidad de nucleos observables en

las zonas afectadas.
Las lesiones en el musculo esquelético se observan en animales adultos y

raramente ocurren en jévenes y se caracterizan por trastornos en la marcha y

anomalias posturales, particularmente cuando los animales se echan o se levantan.
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Figura 4. Degeneracién hialina de Zenker en ovinos. En la siguiente imagen se
observa la degeneracién hialina en el tejido muscular. Tomada de BM Editores,
2020

Las lesiones en miocardio ocurren en animales jovenes y determinan muerte
subita, usualmente en los dos primeros meses de edad. La inspeccion del corazén
puede evidenciar areas palidas o blancas, frecuentemente asociadas a los surcos
coronarios, al corte de las paredes ventriculares se puede observar que estas zonas
de menor pigmentaciéon profundizan en el miocardio. (Ver Figura 5. “Corazén de

ternero con degradacion hialina de Zenker.”)

La apertura de las cavidades ventriculares permite observar con frecuencia que los
pilares valvulares y sus zonas de insercion también se presentan palidos
contrastando con el resto del 6rgano. En ocasiones todo el 6rgano tiene aspecto de
“carne hervida”, se puede observar en la Figura 6. “Degeneracion de Zencker”

inciso A. La imagen microscépica de las zonas de lesion evidencia incremento de
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ndcleos en forma semejante a lo descrito para el masculo esquelético, las fibras se
hinchan y se pueden presentar vacuolizadas y en ocasiones ocurre el depdésito de
calcio sobre las fibras necrosadas (Hefnawy, A. et al 2008). Se puede observar en

la Figura 6. “Degeneracion de Zencker.” inciso B.

Figura 5. Corazén de ternero con degradacion hialina de Zenker. Ventriculo
derecho con areas blanquecinas correspondientes a degeneracion de Zencker.
Tomado de (Revista Cientifica, 2005).

Figura 6. Degeneracion de Zencker. Inciso A) Macroscopicamente el corazon
donde el musculo presenta palidez y estrias longitudinales evidentes o bien, color
blanco tiza debido a la deposicién de calcio. B) Microscépicamente las fibras
musculares presentan citoplasma con apariencia hialina sin estrias y con nucleos
basdfilos y pequefios (picnéticos). Tomada de Ochoa-Morales, A., 2017
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2. Estado Redox
2.1 Definicién

En la respiracion celular ocurren muchas reacciones en las que pasan
electrones de una molécula a otra. Las reacciones en las que ocurren transferencias
de electrones se conocen como reacciones de oxido-reduccion (o reacciones

redox).

Oxidacion Reduccion

(atomo pierde un electron) (atomo gana un electron)

> B

Figura 7. Ejemplo de reaccion redox celulares. Los circulos amarillos
representan los electrones, la flecha indica la direccidén del desplazamiento y el
circulo azul el nicleo. Tomado de Curso para la UNAM, 2020

Las reacciones redox son importantes para una amplia variedad de procesos
bioquimicos. Los desequilibrios en las reacciones redox celulares han sido
vinculados a varias enfermedades, por lo que mantener el balance de estas

reacciones es fundamental para nuestra salud.

En bioguimica se considera oxidacion a todo proceso en el que ocurre
pérdida de electrones, captacion de oxigeno o una cesién de hidrogeno
(deshidrogenacion) y reduccion a aquel otro en el cual se captan electrones o se
pierden oxigenos. Todo proceso de oxidacion va siempre acompafado de otro de
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reduccion. Son reacciéon de Oxido-reduccion o reacciones redox entre pares

conjugados.

Pero este oxigeno que es imprescindible para la vida, puede ser también
fuente de enfermedad a través de una produccion incontrolada de radicales libres
de oxigeno (RLO) que dafian las macromoléculas (lipidos, proteinas, hidratos de
carbono y acidos nucleicos) y alteran los procesos celulares (funcionalidad de las
membranas, produccion de enzimas, respiracion celular, induccién génica, etc.)
(Elejalde, J.I. 2001).

2.2 Estrés oxidante

2.2.1 Definicién

El estrés oxidante es provocado por radicales libres los que son una molécula
o un fragmento de una molécula que contiene uno o mas electrones desapareados
en un orbital externo, dandole una configuracién espacial que genera una alta
inestabilidad, dandole un caracter altamente reactivo con enorme capacidad para
combinarse con otras moléculas del organismo robando sus electrones para lograr

su estabilidad.

Los radicales libres son especies altamente reactivas que pueden provocar
un amplio espectro de dafios celulares incluyendo la inactivacion de enzimas, la
peroxidacién de lipidos, la oxidacion de proteinas y lipoproteinas; y varios factores
que, se han reportado, son causa de generacion de radicales libres en sistemas
bioldgicos; Los radicales libres producidos por el organismo para llevar a cabo
determinadas funciones son neutralizados facilmente por el propio sistema. Con
este fin, nuestro cuerpo produce unas enzimas (como la catalasa o la dismutasa)

que son las encargadas de neutralizarlos (Diaz, 2013).
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2.3 Mecanismos de oxidacion

2.3.1 Definicién

Uno de los elementos importantes en el estrés oxidante es el oxigeno. Es
imprescindible para la vida, pero solo el 95% del que se consume sigue la ruta
fisioldgica en condiciones normales, el resto sufre sucesivas reducciones donde se
generan moléculas altamente tdéxicas denominadas especies reactivas del oxigeno
(Diaz, 2013).

2.3.2 Importancia

Existe un balance entre la oxidacion y antioxidacion en el organismo; la
pérdida de este crea una condicion en la cual las defensas antioxidantes celulares
son inadecuadas para degradar completamente las sustancias reactivas del
oxigeno (ROS) y del nitrogeno (ERN), debido a una excesiva producciéon de los
mismos, a la pérdida de defensas antioxidantes o ambas, lo que ocasiona dafio a
las proteinas, acidos nucleicos y a los lipidos insaturados, pudiendo comprometer
la viabilidad celular (Jiménez-Martinez, 2013). La oxidacién del cuerpo es
fundamental para la vida ya que participa en el proceso de obtencion de la energia
celular. Es un proceso combinado de pérdida (oxidacion) y captacion (reduccién) de
electrones con el que se transforma el oxigeno respirado y los nutrientes ingeridos
son convenientemente transformados en la energia necesaria para el

funcionamiento organico.

Este proceso produce, ademas de dioxido de carbono y agua, una serie de
moléculas residuales que se conocen como radicales libres. Estas tienen capacidad
oxidante. En el cuerpo humano hay un equilibrio entre la produccién, ya sea interna
0 externa, de los radicales libres y su “eliminacién” mediante los sistemas
antioxidantes. Cuando este equilibrio se altera aparece lo que se conoce como
estrés oxidante. Este desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes es el

responsable del envejecimiento prematuro. Ademas, esta involucrado en
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numerosas enfermedades como cardiovasculares, neurolégicas, degenerativas y

ciertos tipos de cancer.

2.4 Clasificacion

2.4.1 Especies Reactivas de Oxigeno (EROSs)

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) se producen como consecuencia
del metabolismo fisiologico aerdbico normal. La cadena de transporte de electrones
en las mitocondrias, los peroxisomas, las NADPH oxidasas, la 6xido nitrico sintasa
desacoplada (NOS) y el sistema del citocromo P450 son las fuentes mas

importantes de produccion de EROs.

El desequilibrio de la produccion de EROs y el sistema de defensa
antioxidante en los sistemas vivos provoca que el estrés oxidante provoque la
interrupcion y el dafio de la funcion celular. Este desequilibrio ocurre debido a la
sobreproduccién de EROs y la reduccion del mecanismo de defensa antioxidante.

Las EROs son moduladores cruciales de las funciones celulares. En bajas
concentraciones, las EROs son participantes esenciales en la sefializacién celular,
la induccion de la respuesta mitogénica, la participacion en la defensa contra
agentes infecciosos, mientras que el exceso de EROs puede alterar la funcién
celular normal y promover dafios irreversibles en los lipidos celulares, los acidos

nucleicos y las proteinas.

Los EROS, especialmente H202, sirven como una molécula de sefial a través
de la modificacién oxidativa de las proteinas de sefializacién. Asi, un equilibrio entre
la produccion de EROs y su eliminacion permite la funcion celular normal, mientras
que un desequilibrio provoca estrés oxidante con consecuencias patologicas
(Carbajal, 2019).
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Tabla 1. Lista de EROs producidos durante el metabolismo
(Phaniendra, A. Jestadi, DB y Periyasamy, L., 2015)

Radicales Libres Simbolo Media vida
Especies Reactivas de Oxigeno - ROS
Radicales
Superoxido Oz 10°s
Hidroxilo OH 10-"%s
Radical alcoxilo OR 10°
Radical peroxilo RU 17 segundos

No radicales

Peroxido de Hz0z Estable
Hidrogeno

Oxigeno singlete i 10%s
Ozono Os S
Peroxido Organico ROOH Estable
Acido hipocloroso HOCI Estable (min.)
Acido hipobromoso HOBr Estable (min.)

2.4.2 Especies Reactivas de Nitrégeno (ERNSs)

El radical libre derivado del nitrdgeno que mas atencidén ha tenido en los
altimos tiempos es el 6xido nitrico (NO). El oxido nitrico es un gas altamente
difusible, soluble en lipidos y de vida corta; es generado a partir de la conversion de
la L-arginina en L-citrulina a través de la enzima oxido-nitrico-sintetasa (NOS) de la
cual se conocen tres isoformas: neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e inducible

(INOS). La nNOS y la eNOS son enzimas constitutivas y son reguladas en relacion
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con su actividad mientras que la iNOS es regulada transcripcionalmente de acuerdo

con las condiciones del ambiente.

Todas las NOS que se encuentran en los mamiferos son hemoproteinas que
requieren NADPH y O2 para producir oxido nitrico y usan FAD y FMN como
cofactores. El 6xido nitrico media efectos fisiolégicos cuando es producido en bajas
cantidades. Sin embargo, también esta involucrado en actividades de citotoxicidad
cuando es generado en grandes cantidades (Revista de Especialidades Médico-
Quirurgicas, 2014).

A bajas concentraciones, el NO actia como un regulador esencial de la
presion sanguinea, como protector cardiovascular, como inhibidor de la agregacion
plaquetaria y también en la adhesién leucocitaria; sin embargo, resulta perjudicial a
niveles elevados, ya que afecta el funcionamiento celular mediante la oxidacion de

proteinas, activa al factor nuclear kappa-B (NF-kB) (Hernandez, 2020).

Tanto en el medio intracelular como del medio extracelular, si la produccion
de Oxido nitrico es mayor a lo normal o se produce en forma continua, puede existir
un “acercamiento” molecular entre el 6xido nitrico y el oxigeno para formar nitrito y
nitrato; este ultimo reaccionaria rapidamente con el anién superoxido (O2+—) para
formar al peroxinitrito (ONOO-), una molécula altamente reactiva capaz de hidroxilar
o nitrosilar los grupos sulfhidrilos y tioéster de las proteinas y lipidos lo que produce
un dafio a la célula induciendo oxidacién de lipoproteinas; puede producir
fragmentacion de moléculas de DNA, disminuir los sistemas antioxidantes de la
célula y producir nitracion de proteinas clave en los sistemas de sefializacion inter-
e intracelular, entre otras cosas (Revista de Especialidades Médico-Quirurgicas,
2014).
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Tabla 2. Lista de ERNs producidos durante el metabolismo
(Phaniendra, A. Jestadi, DB y Periyasamy, L., 2015)

Radicales Libres Simbolo Media Vida
Especies de Nitrogeno Reactivo — RNS

Radicales

Oxido Nitrico NO 10°%s
Dioxido de

. OH 10'%
Nitrogeno

No Radicales

Peroxinitrito ONOO 5
Cation nitrosilo NO* 10%s
Anidn nitroxilo NO 5
Trioxido de

4 o= NgD; 5
dinitrogeno
Tetradxido de

. uy r NgD.; 5
dinitrogeno
Acido Nitroso HNO, Estable (min.)
Acido

- OMNOOH Bastante estable

peroxinitroso
Cloruro de nitrilo NO,Cl 5

3. Mecanismos antioxidantes

3.1 Definiciébn

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante de
los radicales libres, liberando electrones en sangre que son captados por los

radicales libres, manteniendo su estabilidad.
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Los mecanismos de defensa del organismo son variados, pero no suficientes
para prevenir la oxidacion. Un mecanismo de caida del antioxidante produciria un

desbalance que podria causar efectos, llamado estrés oxidante (Diaz, 2013).

Las célulasy los 6érganos del cuerpo tienen sistemas antioxidantes, los cuales
pueden ser enzimaticos, no enzimaticos o proteinas de unidon. Todos actian
sinérgicamente para neutralizar las diferentes especies reactivas del oxigeno,

formando una red de antioxidantes (Mariaca, CJ. et al 2016).

3.2 Clasificacion

3.2.1 Enzimaético

El sistema antioxidante a nivel celular enzimatico consiste en un conjunto de
proteinas cuya funcién principal es favorecer la remocion de radicales libres de
especies pro oxidantes. Algunas de estas enzimas requieren de cofactores y
coenzimas que son requeridos tanto para llevar a cabo su funcion, como para la

biosintesis de estas.

La actividad de las enzimas antioxidantes son una respuesta celular a
estimulos externos e internos de alteraciones en el estado redox, por lo que a
continuacion se mencionan algunas de ellas junto con sus caracteristicas y

reacciones que llevan a cabo.

3.2.1.1 Glutation peroxidasa.

El término Glutation Peroxidasas (GPx) define una familia de enzimas
pertenecientes al sistema antioxidante de organismos aerobios (Alberro, M.L.
2013). Es una enzima citosolica e intra mitocondrial que degrada la mayor parte del

peréxido de hidrégeno transformandolo, en presencia de glutation reducido, en agua
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y glutation oxidado. La glutation peroxidasa limita igualmente la propagacion de
radicales, reduciendo los peroxidos inestables en acidos grasos hidroxilados. Junto
a ello, la glutation peroxidasa que se localiza en la membrana plasmatica posee la
capacidad de convertir los peréxidos lipidicos, formado a partir de fosfolipidos, en
alcoholes (Saban Ruiz, 2012)

Una de las funciones mas ampliamente reconocidas del Se es que actua
como cofactor de la enzima GSH-Px (presente en forma de seleno-cisteina),
hallazgo realizado a principios de los afios setenta. De esta proteina se pueden
encontrar las isoenzimas GSHPx1, GSH-Px2, GSH-Px3, GSH-Px4, que se localizan
en eritrocitos, tracto gastrointestinal, de forma extracelular e intracelular,

respectivamente (Vinchira et al, 2010).

3.2.1.1.1 Funcion
La glutatién peroxidasa es una de las enzimas cuya participacion es esencial
en en los mecanismos de proteccién contra los dafios causados por radicales
oxigenados, cataliza la reduccion tanto del peréxido de hidrégeno como de los

peréxidos lipidicos.

Esta enzima que contiene Se utiliza los grupos sulfhidrilo del glutation (GSH)
como dador de hidrégeno con formacion de la forma disulfuro de glutation (GSSG).
La glutation reductasa convierte de nuevo la forma disulfuro de glutation (GSSG) a
glutation (GSH) a la forma sulfidrilo utilizando el NADPH (Devlin, T. 2004).
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El grupo =5H de la Cys
H.0 2H,0 actia como donador de

electrones

1 GSG / GESG
Glutatidn Glutation oxidado
reducido .\ {disulfurc)

ROH +
H.O

ROH

Figura 10. Reacciones redox de la glutatién peroxidasa. La glutation peroxidasa
permite que el Glutatién reducido GSG pase a su forma oxidada GSSG. Por accion
de la glutation reductasa, es capaz de regresar a su estado reducido. (Ayllén &
Olivé, n.d.).

3.2.1.1.2 Estructura

Arthur (Arthur, 2000) describe 4 isoformas conocidas de GPx que contienen
selenocisteina en su sitio activo y al menos otras dos proteinas con mas del 40%
en similitud de secuencia con la GPx citosolica, pero que no contienen

selenocisteina.

GPx1 es una proteina tetramérica con 4 subunidades idénticas, cada una de
las cuales contiene un residuo de selenocisteina, el que esta en el sitio activo de la
enzima. La segunda forma de GPx que se encuentra en el citosol y también es
tetramérica ha sido llamada GPx y se denomina GPx2. Tanto la GPx1 como la GPx2
tienen especificidad de sustrato similar porque reducen peroxidos de hidrégeno o
hidroperoxidos de acidos grasos con rapidez. Dentro de la familia de las GPx Se-
dependientes la GPx2 esta primero en la jerarquia, seguida de GPx4, GPx3 y GPx1.
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Sin embargo, el centro catalitico de las GPxs estd compuesto por Sec o Cys, Gin,
Trp y Asn. Esta estructura de 4 aminoacidos esta conservada en todos los miembros

de la familia GPx con algunas excepciones (Alberro, M.L. 2013).

Figura 11. Estructura de la glutation peroxidasa. La glutatién peroxidasa,

donde se muestran las cuatro subunidades que la conforman (PDB,2023).

3.2.1.2 Catalasa

3.2.1.2.1 Funcion
En el organismo existe un sistema de proteccion antioxidante formado por
enzimas y compuestos de bajo peso molecular. Una de las enzimas que interviene
en la proteccion y, en consecuencia, en el mantenimiento del balance

oxidante/antioxidante es la catalasa (CAT).

Es una de las enzimas mas abundantes en la naturaleza y se encuentra
ampliamente distribuida en el organismo humano, aunque su actividad varia en
dependencia del tejido; ésta resulta mas elevada en el higado y los rifiones, mas
baja en el tejido conectivo y los epitelios, y practicamente nula en el tejido nervioso.
A nivel celular se localiza en las mitocondrias y los peroxisomas, excepto en los

eritrocitos, donde se encuentra en el citosol. La CAT convierte al H202
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potencialmente peligroso en oxigeno molecular y agua (Lépez-Blancas, E. et al
2014).

En la reaccion de la catalasa ocurre la transferencia de dos electrones entre

dos moléculas de peréxido de hidrégeno en la cual una funciona como donante y

otra como aceptor de electrones. El mecanismo de reaccion se lleva a cabo en dos
pasos.

e En el primero la catalasa se oxida por una molécula de peroxido

formando un intermediario llamado compuesto 1. En esta reaccion se

produce una molécula de agua.

e En la segunda parte de la reaccion el compuesto 1 es reducido por
otra molécula de perdxido regresando a la catalasa a su estado inicial

y produciendo agua y dioxigeno (Espinosa, H. P. 2015).

2 H,O, > H,0 + O

Peroxido de Oxigeno Agua Oxigeno

Figura 8. Reaccion catalitica de la catalasa. En presencia de dos moléculas de
perdxido de hidrégeno la catalasa es capaz de convertirlas en moléculas de agua
y Oz (Reguifio-Muiioz, M.C. 2018).
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3.2.1.1.2 Estructura
Esta enzima es una metaloproteina tetramérica, cuyo peso molecular se
encuentra en el rango de 210-280 kD. Consta de 4 subunidades idénticas que se
mantienen unidas por interacciones no covalentes. Cada subunidad contiene un
grupo prostético de protoporfirina IX y el contenido protohémico y el de hierro
representan un 1,1 % y 0,09 % respectivamente del peso molecular total de la

enzima (Céspedes, 1996).

Figura 9. Estructura de la catalasa. En la imagen se muestra la estructura 3D,

de la enzima catalasa proveniente de eritrocitos humanos (Sinobiological, 2023)
3.2.2 No enzimaticos
Los antioxidantes no enzimaticos son un conjunto de moléculas que
interacttan con los radicales libres. La mayor parte de las moléculas contribuyen a
la defensa antioxidante, proviene de la alimentacion.
Tienen como funcion la defensa antioxidante en el organismo. Algunos

ejemplos son: atocoferol (Vitamina E), acido ascorbico (Vitamina C), Caroteno o

Provitamina A, proteinas transportadoras de metales de transicion, captadores de
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radicales libres (polifenoles). Sin embargo, no se ahondara en dicha informacion

porque no es el objetivo de trabajo presente.

3.2.2.1 Glutation

3.2.2.1.1 Funcién

El glutation o glutation reducido (GSH) es una molécula muy abundante en
el organismo, ya que muchas reacciones bioquimicas celulares requieren de un
estado reducido. Se trata de un tripéptido formado por glutamato, cisteina y glicina.
Todas las células sintetizan Glutation, pero especialmente el higado debido a la
maquinaria antioxidante que hay en los hepatocitos.

Tiene importantes funciones como antioxidante, es parte importante de la
detoxificacion de xenobidticos, es cofactor para las reacciones de isomerizacion y
también sirve como almacenamiento y transporte de cisteina. Una funcion muy
importante del glutation es mantener el potencial de 6xido-reduccion de la célula, ya
gue mantiene en estado reducido los grupos tiol de las proteinas y asi permite la
generacion de diversas cascadas de sefializacion intracelular (Martinez- Sdmano,
2011)
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Figura 12. Ciclo de 6xido-reduccion del glutation. En la imagen se muestra el
ciclo de utilizacion y regeneracion del glutation, en donde la glutation peroxidasa

como la glutation reductasa estan involucradas (Solovera R, M. E et al, 2009).

El glutation esta involucrado en dos tipos de reacciones: Interaccion no
enzimatica con radicales como el anién superoxido, 6xido nitrico y radical hidroxilo
y proporcionando un electron para la reduccion de perdoxidos en la reaccion
catalizada por la enzima Glutation Peroxidasa-GPx (Ayllén y Marta Olive, AS). Se
encuentra casi exclusivamente en su forma reducida, ya que la enzima que vuelve
de su forma oxidada, la glutation reductasa, es constitutivamente activa e inducible
al estrés oxidante. Una vez oxidado, el glutation se puede reducir de nuevo por la
glutation reductasa, usando NADPH como donante de electrones.

3.2.2.1.2 Estructura
El glutation (GSH) es un tri-péptido no proteinico que se deriva de los
aminoacidos. Formado por los aminoacidos L-cisteina, acido L-glutdmico y glicina.

Contiene un enlace peptidico inusual entre el grupo amino de la cisteina y el grupo

carboxilo de la cadena lateral del glutamato.
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Figura 13. Estructura del Glutation. En la siguiente imagen se muestra la
estructura del glutation y los aminoacidos que lo conforman (Puig, R. P.,
2019)

.  JUSTIFICACION

En los suelos del territorio mexicano utilizados para la alimentacion de ovinos,
existe carencia de Se debido a su origen volcanico por lo cual se hace necesaria la
suplementacion del mismo particularmente en rumiantes, sin embargo también es
necesario conocer la cantidad necesaria requerida del mismo para llegar a los
niveles adecuados y obtener resultados benéficos; de esta manera se tendra un
impacto importante en la salud animal, previniendo patologias como es la
enfermedad del musculo blanco y tener mejoras en la produccion al reducirse las
muertes de estos animales. Debido a esto y por medio de biomarcadores
involucrados en el estado redox, el presente trabajo evalla la actividad de la
glutation peroxidasa (GPx) en muestras de tejidos de ovinos suplementados con

Selenio.
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IV. HIPOTESIS

La administracion de Se por via parenteral en corderos a través de dos dosis (0.1
mg/kg y 0.25 mg/kg) modificara los niveles de GPx que a su vez impactara en
biomarcadores asociados al estado redox celular, y por lo tanto permitira evaluar la
accion del Se y evidenciar cuél de las dos dosis utilizadas podria tener un mejor

efecto antioxidante.

V. OBJETIVOS

1. Obijetivo general

Evaluar el efecto que tiene el Se administrado via parenteral a diferentes
dosis (0.1 mg/kg y 0.25 mg/kg), por medio de la medicién de diferentes
biomarcadores asociados al estado redox celular en tejidos de ovinos, para
determinar cémo influye directa o indirectamente el Se en la actividad de la

glutation peroxidasa (GPx).

2. Objetivos particulares

v Evaluar la actividad de la glutation peroxidasa, por un método
espectrofotométrico, en muestras de tejido de rifidn y tejido hepatico

v Procesar las muestras de tejido de cordero, utilizando método de
homogeneizacion quimico, mecéanico y por sonido, para poder realizar la
medicion de biomarcadores.

v Evaluar los niveles de Glutation intracelular como molécula antioxidante a traves
de la técnica de DTNB con el objeto de evidenciar si hay una respuesta por la
administracion de Se en los animales.

v Evaluar el efecto sobre la lipoperoxidacion, en muestras de tejido rifion e higado
por la técnica de TBARs
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v Evaluar la actividad de la enzima antioxidante catalasa, a través de la generacion
de espuma, en tejidos de rifion e higado, con el objeto de evaluar si la actividad

se modifica por la presencia del Se.

v Medicion de los niveles de especies reactivas de oxigeno, por la técnica de 2.-7
dicloro fluoresceina con el objeto de identificar si la administracion de Se

modifica los niveles de estos en muestras de tejido renal y hepatico

VI. MATERIALES, METODOS Y REACTIVOS

1. Materiales y Reactivos

1.1 Reactivos utilizados
Fosfato de potasio monobésico (KH2PO4 , 99.2%) (J. T. Baker); Fosfato dibasico
de sodio (Na2HPO4 , 99.3%) (J. T. Baker); Cloruro de sodio (NaCl, 99.5%) (J. T.
Baker); Cloruro de potasio (KCI, 100%) (J. T. Baker); L-Glutatién reducido (Sigma-
Aldrich); Acido 2,2"-dinitro-5-5"ditiodibenzoico (Sigma-Aldrich) D8130-5G; Acido 5-
sulfosalicilico dihidratado (Merck) ; EDTA 0.5 mM (C10H14N2Na208 .2 H20) (J. T.
Baker); Protein Assay dye Reagent concentrate (Bio-rad); Albumina sérica bovina
(Sigma) ref B4287-5G; Acido 2-tiobarbitirico (Sigma-Aldrich) 98% T5500-25G;
Acido clorhidrico (Vetec) 37%; Malondialdehido (dimetil) (Sigma-Aldrich); Azida de
Sodio NaN3 (Sigma); Tris (Hidroximetil) clorohidrato de aminometano (Miles road)
99.7%; Glutatibn reductasa from baker’s yeast (Sigma-Aldrich) ref G3664; B-
Nicotinamide adenine dinucleotide 2" -phosphate reduced tetrasodium salt hydrate

(Sigma Aldrich); 2,7- diclorofuoresceina diacetato (Sigma-Aldrich).
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1.2 Materiales, Instrumentos y Equipos

Tabla 3. Materiales, Instrumentos y Equipos.

Tubos eppendorf Bisturi Autoclave

Cajas Petri Hojas de bisturi Incubadora

Gradillas Pinzas de diseccién Espectrofotometro de
96 pozos

Guantes Tijeras de diseccion Vortex

Puntilla para micropipetas | Micropipetas Bafio maria

Tubos de ensaye Pipetas Refrigerador

Tubos conicos Pipeta multicanal | -

Pipetas | e e
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2. Métodos

2.1 Diagrama del método

Comité interno para el cuidado de
animales (CICUAE) con clave
CICUAE-FESC C 23 _24.

-

Metodologia para la
evaluacion de GPx en muestras
de tejidos de ovihos
suplementados con Selenio

Y

-

Aministracién de Se a 15 coorderos
columbia cada 15 dias durante 3
meses

3 grupos:
|/ -Grupo control (solucio salina)
-Dosis baja (0.1 mg/kg)
-Dosis alta (0.25 mg/kg)

A

Sacrificio y extraccion de érganos:
Higado, rifion, tiroides y corazén.

higado y rifion.

J

'

i

v

Materiales

Y

Esterilizacion de
instrumentos

Autoclave 121°C por

15 minutos

-Tubos Eppendorf,
Hielo, Tuhos conicos
15 mL, Mechero
Bunsen, Hipoclorito
de sodio, PBS
c/antibiético,
micripipetas.

/

Pinzas de
diseccion,
bisturi, tijeras,
puntillas de
micropipeta,
cajas de petri

'

Desinfectar
con cloruro de
sodio

I
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Procesamiento
de tejidos

Transporte de los
tejidos en tubos
cénicos de 15 mL
con PBSy
antibidtico

Lavado de
tejidos con
PBS
c/antibiético

Condiciones de
esterilidad

Disectar cada tejido
de manera muy fina y
sin rastros de sangre

v

Separar 10 tubos
eppendorf por cada
grupo: Grupo control,
dosis alta y dosis
baja.

Y

Alamcenar tejidos
disectados en tubos
Eppendorf con 600 ulL de
buffer de reaccién

!

Sonicar los tejidos
almacenados durante
intervalos de 30
segundos por 5
minutos.

{

A los tubos separados por
grupos, agregar los
volumenes indicados en la
tabla 5.

'

Nota: En este trabajo Unicamente se evaluaron



Descongelar
paulatinamente
antes de utilizar

{

Proteinas

Reaccidn colorimétrica
de proteinas con un
colorante, Coomassie

Azul Brillante G-250

35 piLde PBS en cada
pozo + 5 pLde cada una
de las grupos

previemnte separadas, PBS + 160 pLde
por triplicado cada uno + reactivo de
160 plLde reactivo de Bradford.
Bradford.

Blanco: Preparar
por triplicado
agregando 40 pLde

Medirse
espectrofotométri-

camente a 595 nm

!

!

!

GSH TBARs Catalasa EROs GPx
. ) A
Las muestras Centrifugacién a Se colocé 10pL de las —
tratadas 13 000 rpm muestras en un tubo de Se tomaron 30 uLde a Centrifugacion a
previamente con qurame 15o ensayo 7x75mm muestra + 570 uL de 12000 rpm
acido minutos a 4°C previamente incubados Agua destilada. Se durante 5
sulfosalicilico al a37°C + 10 L de Triton colocaron en tubos minutos
5% (tabla 5) ; al 1% eppendorf.
refrigerar a 20
min. Posteriormente se
agregd el acido Y — i
; perclérico y se dejé o evara un cu Ry 05 T EI NADH y H202 se agregaron

Centrifugar a 13 000

rpm a 4°C

repasar por 20
minutos.

f

S0uLdela
muestra en una
placa de 96
pozos, este paso
se hizo por
triplicado

Se colocd buffer de
reaccion en cada uno

de los pozos y se dejé
incubar a 37°C por 20
minutos.

Leer a A= 425
nm

Centrifugacion
a13 000 rpm
durante 15
minutos a 4°C

—

incubar a 37°C
durante 20 min

Se agregaron 10 yL de
perdxido de hidrégeno
(H:02) al 30% y se dejo
incubar a 37°C durante
3 min

Se agregd TBA
al 0.67%

—

Se sometieron a
una temperatura
de 90°C por 30
min.

Dejar enfriar

En una placa de 96 pozos se
coloca por triplicado cada

muestra con 200 uL cada pozo,

leer 540 nm.

'

Blanco: 10 pL
de muestra por
10uL de PBS.

Medir la
espuma con
regla

debe ser mayora 1

hora).
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(El lapso de lectura no

donde no haya paso de
luz

——

—
Colocar 293 uL de la

disolucion en la celda de
lectura + 7ul de DCF,

por duplicado

——

Leer a ganancia media

Bco: 293 uL de agua
destilada + 7 uL de DCF
y leer. Incubar 5 minutos

para volver a leer.

a los pozos de la placa de
lectura después de la
estabilizacion de los demas
reactivos

agregaron 31.50L de buffer de

ensayo, GSH 5 L, NADPH 5
4L, Azida de sodio 0.5 L, GRx
05 Ly 7.5 L de muestra.

¥

Estabilizacion
durante 5

minutos de los
reactivos.

R

Leer la placa sin

agitacion a una

longitud de onda
de 340 nm

Y

Las lecturas se llevaron
a cabo cada 30
segundos durante 2

minutos y 30 segundos.




2.2 Modelo de estudio y administracion del Se
El trabajo se realiz6 en las instalaciones del Centro de Ensefianza Agropecuaria de
la Facultad de Estudios Superiores de Cuautitlan. Se usaron 15 corderos Columbia,
los cuales se dividieron en tres grupos, animales suplementados via parenteral con
selenato de potasio con una dosis de 0.1 mg/kg, 0.25 mg/kg y animales sin
tratamiento tratados con solucion salina fisiolégica. Los animales fueron
administrados durante tres meses en lapsos de 15 dias entre cada administracion

con las dosis establecidas y anteriormente mencionadas.

Posterior al término de estos meses se prosiguidé con el sacrificio y la
extraccion de los organos para su analisis: rifion, higado, tiroides y corazon, sin
embargo, para este trabajo Unicamente se utilizaran los resultados obtenidos de las
pruebas de rifidn e higado. Los animales fueron manejados bajo las normas del
comité interno para el cuidado y uso de los animales de experimentacion (CICUAE)
con clave CICUAE-FESC C 23 _24.

Como primer paso fue necesario preparar todo el material que se iba utilizar

para el posterior procesamiento del tejido.

2.2.1 Preparacion del material

Se llevaron a esterilizacion pinzas de diseccion, bisturi, tijeras, cajas de petri
y puntas para micropipetas, en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se verificd
gue hubieran tubos Eppendorf con 600 ul de buffer, suficiente hielo, tubos cénicos
de 15mL con PBS para el transporte del tejido, botellas con 500 mL de PBS con
antibiotico para llevar a cabo los lavados de la muestra, recipientes con hipoclorito
de sodio para la desinfeccion del material después de su uso y la disponibilidad de

cajas para el almacenamiento del tejido.
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2.2.2 Procesamiento de los tejidos

Al ingresar los tejidos al laboratorio (higado y rifién) se procedio a la limpieza
de los mismos, es decir, en un ambiente de esterilidad y con material esterilizado
se llevaron a cabo lavados con PBS y antibiotico con el objetivo de inhibir la
proliferacion bacteriana procurando retirar la mayor cantidad de la capsula adiposa
que recubre al rifién, también se procuré limpiar ambos érganos tratando de reducir
el exceso de tejido sanguineo; Después de fragmentar ambos o6rganos por
separado, se almacenaron en tubos eppendorf de 1mL y se congelaron a 4°C,
también se sometieron a sonicacién para la disgregacion de las membranas

celulares cada 30 segundos durante 5 minutos.

2.2.3 Separacion del tejido para cada prueba

Para poder optimizar las muestras y lograr llevar a cabo todas las pruebas

necesarias se dividieron en tubos eppendorf con los siguientes volimenes.

Tabla 4. Volumenes ocupados para la separacion de los tejidos.

Prueba Volumen de la muestra original Diluyente
(uL)
GSH 150 pL Acido sulfosalicilico 5%
TBARS 300 uL 2.5% de acido perclorico
Catalasa 50 uL PBS c/antibidtico
EROs 293 L DCF
GPx 7.5 uL Buffer de ensayo
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Figura 14. Muestras de tejido de rifién (disecciéon y lavado). En la imagen se
muestra el tejido de rifion. A) Lavados realizados al tejido B) El tejido fue cortado
en pequenfos trozos antes de ser homogenizado y sonicado

Figura 15. Tejido de rifibn durante la diseccion
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Figura 16. Muestra de tejido hepético (diseccién y lavado). En la imagen se
muestra el tejido hepatico. A) Lavados realizados al tejido B) El tejido fue cortado
en pequefos trozos antes de ser homogenizado y sonicado.

Figura 17. Tejido hepéatico después de la diseccion y lavado
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Figura 18. Colocacion del tejido renal en tubos eppendorf para su
almacenamiento

Figura 19. Colocacion del tejido hepatico en tubos eppendorf parasu
almacenamiento
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2.3 Medicion de biomarcadores

2.3.1 Proteinas

El método se basa en una reaccion colorimétrica de proteinas con un
colorante, Coomassie Azul Brillante G-250. Las proteinas se unen al colorante en
un ambiente acido induciendo un cambio espectral del color marron (absorbancia
méaxima a 465 nm) al azul (absorbancia méxima a 595 nm en pH mayor a 2). Las
interacciones hidrofobas e idnicas con las proteinas de la muestra estabilizan la
forma anionica del tinte provocando un cambio de color visible. En una placa de 96
pozos se agregaron 35 uLde PBS en cada pozo, después se agregé 5 uLde cada
grupo previamente separado (grupo control, grupo dosis alta 0.25 mg/kg y grupo
dosis baja 0.1 mg/kg) y buffer de lisis, por triplicado y después se agrego 160 yLde
reactivo de Bradford en cada uno de los pozos con una pipeta multicanal de 20-200
ML, el blanco se preparé por triplicado agregando 40 uLde PBS y 160 pLde reactivo
de Bradford.Por lo tanto, el color azul desarrollado es proporcional al contenido de
proteina y puede medirse espectrofotométricamente a 595 nm. (Cellculture, 2022).
Desde el momento de agregar el reactivo se dejaron pasar 10 min para
posteriormente leer la placa en el espectrofotometro a 595nm.(Fernandez et al,
2021)

2.3.2 GSH

Para determinar los niveles de GSH se utilizara la técnica de DTNB que se
basa en la reaccion del GSH de la muestra con el DTNB, produciendo GS-TNB y
TNB que es un producto color amarillo que puede leerse a una longitud de onda de
A= 425 nm. La prueba se realiza con las muestras seleccionadas para la prueba de
GHS tratadas previamente con acido sulfosalicilico al 5% (ver Tabla 4 “Volumenes
ocupados para la separacion del tejido”). Se llevaron a refrigeracién durante 20
minutos y se procedié a centrifugar a 13 000 rpm a 4°C. Algunas de las muestras

se diluyeron con PBS con el objetivo de que las lecturas fueran mas precisas. Se
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colocaron 50 uL de la muestra en una placa de 96 pozos, este paso se hizo por
triplicado. Se coloco buffer de reaccidén en cada uno de los pozos y se dejo incubar
a 37°C por 20 minutos. Al término del tiempo, se llevo al lector y se leyo a la longitud

de onda previamente mencionada.

2.3.3 Ensayo de Lipoperoxidacion (TBARS)

La técnica consiste en la deteccion del malondialdehido que es un producto
resultado de la oxidacién de lipidos, el cual al reaccionar con el &cido tiobarbitarico
forma un aducto color rosa. Las lecturas se realizan a una longitud de onda de A=
540 nm. Las muestras se descongelaron paulatinamente y se llevaron a
centrifugacion a 13 000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente se agrego el

acido percldrico y se dejo reposar por 20 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo se centrifugaron las muestras por segunda
vez bajo las mismas condiciones. Se agregaron 350 uL acido tiobarbiturico (TBA) al
0.67%. Durante 30 minutos, las muestras se sometieron a una temperatura de 90°C
y posteriormente se dejaron enfriar. En una placa de 96 pozos se colocaron por
triplicado cada muestra con 200 uL cada pozo y se leyd a una longitud de onda de

540 nm. (El lapso de lectura no debe ser mayor a 1 hora).

2.3.4 Ensayo Catalasa

La cuantificacion de la actividad de la enzima catalasa, se basa en la
preparacion de una curva de calibracién con unidades establecidas de actividad.
Donde la catalasa en medio de reaccion con triton x-100 y H202 al 30% generan
espuma que es directamente proporcional a la actividad de la enzima. Para su
cuantificacion se agregaron 10uL de las muestras previamente descongeladas, en

un tubo de ensayo 7x75mm previamente incubados a 37°C y se agregaron 10 pL
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de Triton al 1%, se dejaron incubar a 37°C durante 20 min. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacién se agregaron 10 uL de perdxido de hidrégeno (H202) al 30%
y se dejo incubar a 37°C durante 3 min. Para el blanco se agregaron los 10 uL de
muestra por 10uL de PBS. Para determinar la capacidad enzimatica de la catalasa

se midio6 la altura de la espuma.

2.3.5 Medicion de Especies Reactivas de Oxigeno (EROS)

La medicion de las especies reactivas de oxigeno se realizé mediante la
técnica de la 2-7 diclorofluoresceina diacetato (DCFDA). La 2-7 DCFDA se convierte
en 2,7-diclorofluorescina (DCF) que es un producto fluorescente cuando es oxidado
por especies reactivas de oxigeno y otros peroxidos a una Aex=488 y una Aem=525.
Se tomaron 30 uL de muestra del tejido + 570 uL de agua destilada y se colocaron
en tubos Eppendorf. Se procedié a realizar las pruebas en un cuarto oscuro
asegurandose que no hubiera ningln rayo de luz. Se colocaron 293 pL de la dilucion
en la celda de lectura + 7 yL de DCF por duplicado, se leyé en ganancia media.
Para precipitar el blanco, se colocaron 293 uL de agua destilada + 7 uL de DCF. Se

llevé a incubacion durante 5 minutos y se procedio a leer.

2.3.6 Ensayo glutation peroxidasa (GPx)

Las muestras de los tejidos fueron sometidas a centrifugacion a 12000 rpm
durante 5 minutos, en una placa de 96 pozos se agregaron 31.5uL de buffer de
ensayo, GSH 5 pL, NADPH 5 L, Azida de sodio 0.5 uyL, GRx 0.5 yL y 7.5 uL de
muestra. Durante 5 minutos se permitio la estabilizacion de los mismos (el NADH y
H202 se agregaron a los pozos de la placa de lectura después de la estabilizacion
de los demas reactivos), se procedié a la lectura de la placa sin agitacion a una
longitud de onda de 340 nm. Las lecturas se llevaron a cabo cada 30 segundos

durante 2 minutos y 30 segundos.
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2.4 Analisis estadistico

Para este estudio se realizé una ANOVA de una via, seguido de un andlisis multiple

de medias (Tukey p<0.05), con el programa origin Lab 2023.

VII. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Actividad de Glutation peroxidasa

La glutation peroxidasa, como se menciond con anterioridad es una enzima es
selenodependiente. El Se es un componente de la enzima glutation peroxidasa, la
cual detoxifica los peroxidos lipidicos y provee proteccidon a las membranas
celulares y sub-celulares contra el estrés oxidante (Lubos, Loscalzo y Handy, 2011).
Por lo que, se esperaba que la suplantacion de Se incrementara la actividad de esta
enzimay a la par modificara algunos biomarcadores asociados al estado redox para
poder determinar si la suplementacion estaba teniendo un efecto antioxidante o

prooxidante en los animales suplementados.

En la grafica 1 inciso A) se puede observar que la actividad de la glutatién
peroxidasa solo se encuentra incrementada de forma significativa en la dosis alta
de Se, mientras que en dosis baja permanece similar a la del control. Lo cual
sugiere que un incremento en los niveles de Se por lo menos en tejido hepético si

incrementan la actividad de esta enzima.
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Gréfica 1. Actividad de GPx en rifién e higado. A) tejido hepatico, B) tejido de
rinon; de corderos suplementados con diferentes concentraciones de Se. (*) sobre
la barra indica que hay diferencias significativas respecto al control (Tukey p<0.05).
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En la grafica 1 B) Se puede observar que, en el caso del rifidn, Unicamente
con la concentracion baja se vio incrementada la actividad de la glutation
peroxidasa. Se demuestra que la funcidén del Se persiste en tejidos como el rifion,
tal como lo menciona (Manzanares-Castro, 2007) ya que es denominado como un
sitio de acumulacion. Para poder corroborar si el efecto en la modificacién en la
actividad de la glutation peroxidasa se debio a la suplementacion con Se se midieron
otros biomarcadores, entre ellos otra enzima como la catalasa cuya actividad no

esta ligada a la presencia de Se.

2. Actividad de Catalasa

La catalasa (perdxido de hidrogeno: peroxido de hidrégeno oxidorreductasa,
EC 1.11.1.6) es una de las enzimas mas abundantes en la naturaleza y se encuentra
ampliamente distribuida en el organismo humano, aunque su actividad varia en
dependencia del tejido; ésta resulta mas elevada en el higado y los rifiones
(Céspedes, 1996). Como se observa en la Grafica 2, en el inciso a), la actividad de
la catalasa no se ve modificada significativamente por la administracion del Se en

ninguna de las concentraciones en comparacion con el grupo control.

La catalasa es una enzima que no es dependiente de Se, sin embargo,
dependiendo de la concentracion actia como peroxidaticamente de modo que una
variedad de donadores de hidrégeno, pueden ser oxidados. A altas concentraciones
de substrato, la catalasa descompone el perdxido de hidrogeno rapidamente por
medio de una reaccion catalitica en la cual el H202 actia como aceptor, pero

también como donador de moléculas de hidrégeno.

Correlacionando los resultados obtenidos en esta experimentacion, es
posible observar que los niveles de EROs se encuentran elevados aun en el grupo
control. La literatura refiere que la catalasa es el degradador primario de H202, por

lo tanto su actividad puede verse incrementada por el aumento de los EROs (el
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peréxido de hidrégeno forma parte de este grupo molecular) (ver grafica 2 Actividad
de catalasa en higado y rifidn). Cumpliendo su funcion ayudando a conservar el

balance oxido/reduccion (Correa, S. 2001).
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Gréfica 2. Actividad de catalasa en higado y rifidn. A) tejido hepatico, B) tejido
de rifidn; de corderos suplementados con diferentes concentraciones de Se. (*)
sobre la barra indica que hay diferencias significativas respecto al control (Tukey
p<0.05).

En referencia a la gréfica 2 inciso b) Tejido de rifién, se puede observar que
la actividad de catalasa incrementa significativamente con la administracion de las
dos dosis. El resultado se relaciona con una mayor actividad enzimética
antioxidante, la cual se sabe aumenta en presencia de ciertas concentraciones de
Se (Freeman et al., 2010). El rifion funciona como reservorio del Se, ya que su alto
contenido en el epitelio tubular renal es debido a la capacidad de reabsorciéon de
selenoaminoacidos de los tubulos renales, con la consiguiente acumulacién de Se

(Manzanares-Castro, 2007).

Con estos resultados y relacionandolos con los de la actividad de la glutation
peroxidasa, podriamos sugerir que solo la dosis alta de Se esta activando los

mecanismos enzimaticos antioxidantes a nivel celular tanto los no dependientes
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como los dependientes de Se. Mientras que en las dosis bajas parece no tener

efecto significativo.
3. Actividad de GSH

De acuerdo con los resultados obtenidos en la grafica 3 “Niveles de GSH (en
su forma reducida) en higado y riidn”, los niveles de GSH se modifican en ambos
tejidos en la concentracibn mas alta. Tanto higado como rifidbn son 6érganos
importantes para la biotransformacion del Se por qué son los principales érganos
involucrados en la sintesis y degradacion de GSH, como asi también en la
circulacion inter-6rgano. El higado es el érgano que posee las concentraciones mas
altas de GSH y es un 6rgano central en dos aspectos importantes para la biosintesis
de GSH: Los hepatocitos son las Unicas células que tienen la habilidad de utilizar
metionina para la sintesis de GSH a través de la via de la transulfuracion, en la cual
la metionina es convertida a cisteina y luego esta ultima es utilizada en la sintesis
de GSH. La sintesis hepatica de GSH depende de la velocidad de exportacion de
GSH al plasma, bilis y mitocondria mediante los distintos sistemas de transporte
(Denzoin, 2013).
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Gréfica 3. Niveles de GSH (en su forma reducida) en higado y rifidn. A) tejido
hepatico, B) tejido de rifibn; de corderos suplementados con diferentes
concentraciones de Se. (*) sobre la barra indica que hay diferencias significativas
respecto al control (Tukey p<0.05)

El Se como se menciond con anterioridad es un antioxidante celular, sin
embargo, un incremento en sus niveles también pudiera generar una respuesta de
la célula generando un estrés reductor en ella. En condiciones de estrés oxidante
severo, la habilidad de la célula para reducir GSSG a GSH se encuentra superada,

tendiendo entonces a la acumulacion de GSSG.

Con este biomarcador podriamos sugerir que el incremento en la actividad
de la glutation peroxidasa puede deberse a un incremento a nivel celular del
glutation, si bien el glutation no contiene Se, las enzimas que lo sintetizan y las
enzimas que lo usan como la glutation peroxidasa si lo contienen,
independientemente de que la respuesta parezca mas una respuesta prooxidante
gue oxidante, la alteracion pareciera ser que es debido a la suplementacion dosis

alta.
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4. Actividad de TBARsS

Las especies reactivas al &cido tiobarbitlrico son el resultado de la oxidacién
de lipidos de la membrana, principalmente se genera el malondialdehido. Cuando
hay un estimulo externo que genera la oxidacion de estos lipidos, se incrementan
los niveles de malondialdehido a nivel celular. En el caso de los tejidos analizados
podemos observar que en el higado Unicamente la concentracion alta administrada
de Se increment6 los niveles de malondialdehido, mientras que la concentracion

baja mantiene niveles similares al del grupo control.
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Gréfica 4. Niveles de MDA en higado y rifidn. A) tejido hepatico, B) Tejido de
rifion; de corderos suplementados con diferentes concentraciones de Se. (*) sobre
la barra indica que hay diferencias significativas respecto al control (Tukey p<0.05).

El origen del dafio hepatico se ha relacionado con la existencia de radicales libres
(RL) que pueden lipoperoxidar a componentes celulares como las membranas, y
causar alteraciones que llevan a la pérdida de la funcion celular (ATSDR, 2013).

El MDA aumentado en higado respecto al tejido renal, se debe a que en éste tejido
es donde ocurre la mayor funcion metabdlica. Sin embargo, la Grafica 4. “Niveles
de MDA en higado y rifidn” permite observar que en ambos tejidos existe una
elevacion de produccién de MDA en los grupos administrados con dosis mayores.

Este aumento tiene que ver con la dosificacién mas alta de Se.
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De acuerdo a lo observado con este biomarcador los niveles de GSH, TBARSs
y la actividad de enzimas antioxidantes se encuentran elevados en los animales
administrados en dosis altas, mostrando que la suplementacion de Se si altera el
estado redox, sin embargo presentando un efecto prooxidante en lugar de

antioxidante.

5. Actividad de EROs
El concepto de estrés reductor si bien no esta del todo definido, se puede considerar
como el desbalance entre las especies antioxidantes/reductoras. una acumulacion
excesiva de equivalentes reductores especificamenteNADH, NADPH y GSH que
exceden la capacidad de las oxidorreductasas enddgenas(Xiao, 2020). En las
mitocondrias aisladas, se sabe que el estrés reductor (cocientes NADH/NAD+y
NADPH/NADP+elevados) promueve el exceso de EROs a un nivel que excede
la capacidad antioxidante, y aun cuando los sistemas antioxidantes dependientes
de NADPH también incrementan su actividad generalmente de manera paralela.
En otras palabras,el estrés reductor puede inducir estrés oxidante, que a su

vez estimula nuevamente estrés reductor. (Licona, 2022).

@ A e ESTRES OXIDATIVO
OXIDUREDUET ASAS
<
—_—— _—m
@ @ Mitocondria \ /
ESTRES REDUCTOR

il
OXIDOREDUGAT ASAS
A _ 4

Aumento de

Estrés reductor EROs

Figura 20. Relacion entre Estrés reductor y Estrés oxidante. Imagen recreada
con informacion obtenida de Licona, 2022.
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En comparacion de la dosis baja en cada una de las pruebas, es posible observar
que tiene resultados mas favorables en referencia a las dosis altas. Aunque en las
dosis bajas hay una obtencion general menor de compuestos antioxidantes no
enzimaticos como el GSH y la catalasa y compuestos Se dependientes como GPx,
también hay una buena respuesta con efecto antioxidante. Se observa que los
niveles de especies reactivas al acido tiobarbittrico producidas por la peroxidacion
lipidica de la membrana vy las especies reactivas de oxigeno, se encuentran
disminuidas dejando ver que si hay una mejora en cuanto a disminucion de los

efectos del estrés oxidante por lo menos dosis bajas en higado (grafica 5 inciso A).

En cuanto a la dosis alta, una acumulacion excesiva de equivalentes reductores
especificamente NADH, NADPH y GSH sobrepasan la capacidad de las
oxidorreductasas enddgenas, provocando “estrés reductor” en las células. (Licona,
2022); se considera que por esta razon los niveles de GSH se encuentran elevados
en los dos tejidos, sin embargo, es por ese mismo exceso de GSH que hay un
aumento en las especies reactivas al 4cido tiobarbiturico, asi como en los EROS

como se observa en la gréfica 5 incido B) .
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Gréfica 5. Niveles de EROs en higado y rifidén. A) tejido hepatico, B) tejido de
rifién; de corderos suplementados con diferentes concentraciones de Se. (*) sobre
la barra indica que hay diferencias significativas respecto al control (Tukey p<0.05).

El estrés oxidante (EO) esta involucrado en los procesos inflamatorios, es asi como
en las enfermedades del higado se reportan altas concentraciones de especies
reactivas del Oz (EROs).

El andlisis en conjunto de todos los resultados de la experimentacion, dejan
ver que a dosis elevadas si modifican la actividad de la enzima glutation peroxidasa
y este incremento en la actividad esta relacionada con otros biomarcadores que
también se incrementaron de forma significativa como los niveles de GSH respecto
a los otros dos grupos de estudio, el aumento de TBARS, y el incremento en la

actividad de la enzima catalasa.
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Esta alteracion en la actividad de la glutation peroxidasa podria ser
producida como un mecanismo de equilibrio para mantener el equilibrio oxido-
reduccion. Los resultados de esta experimentacion, consideran que los ovinos
suplementados con dosis de Se bajas tienen mejores resultados con efecto
antioxidante. Mientras que el grupo de animales administrados a dosis altas

pareciera presentar un efecto prooxidante en lugar de antioxidante.
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VIIl. CONCLUSIONES

La suplementacion de Se en contrataciones altas altera la actividad de esta
enzimas, pero ademas genera un desequilibrio en el estado redox, generando una
respuesta prooxidante en lugar de antioxidante como se esperaba. En el caso de la
concentracion baja (0.1 mg/kg) los resultados sugieren que tiene una mejor
respuesta para regular el estado redox y ésto se demostrd con los resultados
obtenidos en cuanto a la actividad de glutation peroxidasa y relacionandolos con los
otros biomarcadores medidos (GSH, TBARS, CATALASA y ROS).

Los niveles de GSH en dosis elevadas tienen resultados significativos
respecto al grupo control y el grupo de dosis bajas. La saturacion de este compuesto
reductor da paso a dos procesos, el posible cumplimiento de su funcibn como
antioxidante balanceando los niveles de MDA, y provocando al mismo tiempo la
generacion produccion elevada de EROs. El aumento de la enzima Catalasa podria
ser ocasionado por una respuesta de la célula para equilibrar este desequilibrio

redox producido.

De acuerdo a los resultados generales, se podria estar generando un estrés
reductor al suplementar con dosis altas, este estrés al ser considerado como un
sistema de desequilibrio entre agentes oxidantes y prooxidantes genera el aumento
de EROS, lo cual se observé en los niveles incrementados de diferentes

biomarcadores.

Se considera como mejor opcion la administracion de Se a dosis bajas (0.1
mg/kg), ya que comparado con los resultados obtenidos respecto a la administracion
de dosis altas (0.25 mg/kg) disminuye la probabilidad del desequilibrio redox,
evitando la generacién de estrés reductor y elevacién de biomarcadores como
malondialdehido y EROs.
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IX. PERSPECTIVAS

Medicion de la actividad de otras enzimas antioxidantes no
selenodependiente y selenodependientes como las tioreduxinas, superoxido
dismutasa, glutation reductasa, glutation tranfesa, xantina oxidasa, etc que permitan
corroborar que la suplementacion de Se favorece el incremento de la actividad de

enzimas selenodependientes.

Evaluar biomarcadores a niveles molecular que estén asociados al estado
redox, como Nrf2, que es un factor de transcripcion asociada a las respuestas
estresoras de la célula y que ademas esta relacionada con la sintesis de la GPx y

del glutation como moléculas antioxidantes

Medicion de los niveles de Se, tanto en tejido como sangre, esto permitira
correlacionar si en el tejido el Se esta presente o no. Y por lo tanto poder apoyar la

hipotesis de que se trata de estrés reductor por la acumulacion del Se.

Medicion de otros tejidos donde el Se funge un papel importante como la
tiroides que se sabe este elemento puede acumular y por lo tanto podria ejercer un
mayor efecto sobre el estado redox, o el corazdn, el cual como vimos es el principal

organo afectado por la deficiencia de este mineral.

Considerando que la dosis baja fue la que dio mejor respuesta, plantear la
posibilidad de generar una formulacién a partir de nanosistemas que permitan que
el Se tenga mayor biodisponibilidad a nivel celular y por lo tanto un mejor efecto

antioxidante.
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