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RESUMEN

Se condujo un experimento para determinar la disponibilidad y distribucion de
selenio en los musculos gran dorsal, semimembranoso, semitendinoso e higado
de lechones alimentados a partir de una fuente inorganica (selenito de sodio) y de
una fuente orgénica (levadura enriquecida) a dos diferentes niveles (0.18 ppm y
0.29 ppm); también se registré el comportamiento productivo de sus madres las
cuales consumieron durante el dia 70 de gestacion hasta el final de la lactacion
dietas deficientes de selenio y su impacto en la paricion siguiente luego de
consumir dietas con requerimientos normales de selenio. Se utilizaron dos grupos
de 10 cerdas cada uno, producto del cruzamiento Landrace — Duroc y su progenie.
Los lechones se alojaron en una sala de destete y su alimentacion fue a libertad.
Dentro de los resultados en las cerdas se observaron alteraciones en el intervalo
destete estro y su tamafo de camada al siguiente parto. En los lechones se
midieron parametros productivos en los cuales no se encontraron diferencias entre
tratamientos o interacciones entre el nivel y la fuente de selenio (P>0.05).
Cincuenta lechones fueron sacrificados para obtener los muasculos gran dorsal,
semimembranoso, semitendinoso e higado, para analizar la actividad de la enzima
glutation peroxidasa por gramo de proteina (mmol/min/ml) y la concentracion de
selenio (ng Se/g MS), encontrando una respuesta lineal para los tres musculos
(P>0.05) y una cuadratica para higado (P<0.03) en la actividad de la enzima
glutatién peroxidasa, respecto a la concentracion de selenio por absorcion atomica
existio un efecto lineal positivo por nivel de selenio en higado (P<0.06); sin
embargo la diferencia entre el uso de las fuentes es minima ya que ambas
resuelven la deficiencia de los requerimientos del mineral en la alimentacion de los
cerdos, aunque el uso de levadura enriqguecida puede ayudar a disminuir la
oxidacion ya que logra una mayor retencion en tejidos comparado con selenito de
sodio.

Palabras clave: selenio, lechones, cerdas, levadura enriquecida, selenito de

sodio, glutatién peroxidasa, concentracion



ABSTRACT

In order to determine the selenium availability and distribution in four tissues
(longissimus muscle, semimembranous, semitendinous and liver) two groups of
piglets were fed with inorganic selenium (sodium selenite) and organic selenium
(enriched yeast) in two different doses (0.18 ppm and 0.29 ppm); productive
performance of the sows was also recorded, which consumed from day 70 of
gestation to final lactation, deficient selenium diets and the impact of their next
parturition after to consume diets with normal selenium requirements. The study
was conducted with 2 groups of ten sows each one, and all their progeny. The
piglets were housed in a weaning facility and were fed ad libitum. The sows
presented alterations in the weaning-estrous interval and in their litter size in to the
next parturition. Fifty piglets were killed and the longissimus, semimembranous,
semitendinous and liver were collected for selenium analyses, glutathione
peroxidase activity and selenium concentration by atomic absorption. Glutathione
peroxidase activity presented a lineal response for the tree muscles and a square
response for selenium level in the liver (P<0.03) and for selenium concentration
there was a positive lineal effect in liver (P<0.06); also there were no differences
between organic and inorganic because both selenium sources solved the
mineral’s deficiency requirements in the pigs diets. However, the selenium
enriched yeast can help to reduce oxidation because of a greater retention in
tissues compared to sodium selenite.

Key words: selenium, piglets, sows, selenium enriched yeast, sodium selenite,

glutathione peroxidase, concentration



INTRODUCCION

El selenio (Se) es el elemento 34 perteneciente al grupo VI-A, dentro de la tabla
periddica de los elementos, lo que indica que es un metaloide, es decir que tiene
propiedades intermedias entre los metales y los no metales, actuando como
semiconductor. El Se tiene un peso atdmico de 78.96, con un punto de ebullicion
de 958° Kelvin y punto de fusiébn de 494° Kelvin. Existen varios estados de
oxidacion de Se (0), es decir, puede ceder electrones, lo que equivale al aumenté
de su ndimero de oxidacién, los estados mas comunes son, selenito (+*), o
selenato (+°) y su estado de reduccién, donde hay una ganancia total de
electrones, disminuyendo su nimero de oxidacién es el selenido (-2).

Al iniciar la utilizacién de selenio en las dietas, fue considerado como un elemento
toxico mas que como un elemento esencial, e incluso, fue calificado como un
elemento cancerigeno. No fue hasta 1957 cuando se descubrié su efecto benefico
en la prevencién de la degeneracidn hepatica en las ratas, si bien en ese mismo
afo Eggert et al. y un afio mas tarde Pellegrini (1958) indicaron la participacion de
estados carenciales de selenio en la hepatosis dietética y en la enfermedad
cardiaca con aspecto de mora en los cerdos. No obstante, la FDA (Food and Drug
Administration) prohibié la suplementacién con selenio, por entender que tenia
efecto cancerigeno y su potencial toxicidad en animales, en algunas estados de
los Estados Unidos, donde las zonas son ricas en Se. No fue hasta 1982, tras las
investigaciones de Meyer et al., (1981) que se considero al Se como un elemento
nutricionalmente esencial para los cerdos y se autoriz6 su uso en cantidades no

superiores a 0.3 ppm en lechones y 0.2 ppm en cerdos de mayor edad.

El selenio es un micronutriente que se absorbe por la mucosa intestinal, su
importancia nutricional radica en la remocién de peroéxidos, al ser parte integral de

la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px).



Hay evidencia de que el Se integra por lo menos 30 distintas selenoproteinas cada
una con especifica distribucion en los tejidos (Arthur, 1997; Behne vy
Kyriakopoulos, 2001; Kryukov et al., 2003; Gromer et al., 2005; Surai, 2006),
siendo cuatro de ellas fundamentales, la GPX1 que interviene a nivel del citosol, la
GPX2 que se encuentra a nivel plasmatico o extracelular, la GPX3 que actiua a
nivel de fosfolipidos con accién intracelular y la GPX4 que ayuda en el
mantenimiento de la mucosa gastrointestinal, estas cuatro selenoproteinas se
consideran grupos prostéticos ya que son enzimas que requieren de un cofactor

(Se) y se hallan ligadas permanentemente en su estructura molecular.

La nutricién con selenio es particularmente importante en lechones al destete por
la natural deficiencia en su dieta previa y por el estrés asociado al destete (Mahan
et al., 1977; Quiles y Hevia, 2006); en el pie de cria, su deficiencia frecuentemente
se resuelve en falla reproductiva y, finalmente, quiza en los cerdos en crecimiento
para proteger la calidad de la carne ya que el selenio no contribuye a la expresion
de crecimiento, pero si importantemente para prevenir o resolver la oxidacion de
los tejidos. (Cannon et al., 1996; Mahan et al., 1999; Oldfield, 2003).

En general se ha aceptado que las fuentes organicas de selenio son mas efectivas
para prevenir una deficiencia (Hopkins et al., 1966; Hansen y Kristensen, 1979;
Beilstein y Whanger,1985; Mahan, 1996), particularmente en presencia de estrés
oxidativo, al lograr una mejor distribucién del elemento en los tejidos y es que el
selenito de sodio, la fuente mas comunmente usada de selenio en dietas para
animales, tiene una disponibilidad casi absoluta, pero es de alta solubilidad, lo que
provoca su selectiva concentracion en el higado, posiblemente en prevencion de
concentraciones potencialmente téxicas durante la posprandia (Ullrey, 1992;
Mahan, 2005; Kim y Mahan, 2001).

De las fuentes organicas de Se disponibles se encuentran los quelatos con

aminoacidos como tales (proteinatos) y Saccharomyces cerevisiae inactivada o



muerta cuando se haya crecida en un medio enriquecido en Se, siendo una
fuente atractiva del elemento porque se presume que el Se, se ha incorporado a
productos derivados de aminoacidos ricos en azufre, es decir, aminoacidos que
después de formarse se pueden modificar quimicamente creando compuestos
inertes de facil movilizaciébn como la seleno-cisteina (Arthur, 1997). Otra ventaja de
la levadura enriquecida con Se es que su absorcién se ve diferida por la necesaria

hidrélisis de la pared celular de la levadura para la liberacién del elemento.

El trabajo descrito a continuacion, se realizO para corroborar la mejor
disponibilidad de Se en levadura enriquecida con Se, de una fuente inédita, en
relacion al selenito de sodio y usando la distribucion a tejidos como criterio central

de respuesta.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El trabajo descrito a continuacion, se realiz0 para corroborar la mejor
disponibilidad de Se en levadura enriquecida con Se, de una fuente inédita, en
relacion al selenito de sodio y usando la distribucion a tejidos como criterio

central de respuesta.



REVISION DE LITERATURA

En 1818, el quimico sueco Jons Jacob Berzeliu descubrié por primera vez el
selenio como un elemento. Su estudio nace del interés por sus propiedades
toxicas. El Se es uno de los elementos traza que se encuentra naturalmente en la
corteza terrestre, lo que explica la variabilidad de su concentracion en cosechas

por area geografica.

En 1973 se establecié que el Se es parte integral de la glutation peroxidasa (GSH-
Px) del eritrocito, esta dependencia (Se-GSH-Px) fue identificada en plasma y
otras células (Rotruck et al., 1973; Flohe et al., 1973; Ullrey, 1992).

Selenoproteinas
Las selenoproteinas son proteinas especificas que contienen selenio en su forma

genética de selenocisteina. El Se ejerce su principal funcién biolégica mediante las

selenoproteinas mencionadas en el Cuadro 1.

Cuadro 1. SELENOPROTEINAS: LOCALIZACION Y FUNCION

SIGLA NOMBRE LOCALIZACION FUNCION

GSH Peroxidasa _ Almacenamiento,
GPx1 L Citosol o
citosolica Antioxidante




Plasma, higado,

GPx2  GSH Plasmatica ) Antioxidante Extracelular
pulmon
Tejidos
Hiperoxido Particulares o
GPx3 - Antioxidante en mucosa
Fosfolipido Membrana
Intracelular
. _ Mucosa Intestinal ~ Antioxidante en mucosa, rol
Gastrointestinal ] ]
GPx4 Céapsula estructural en la capsula
GSH-Px4 . .
espermatica espermatica
lodotironina
ID1 . ) Convertidores de T, a T3
5’'deodinasa Tipo |
lodotironina
ID2

5’'deodinasa Tipo Il

lodotironina

ID3 5’'deodinasa Tipo

Metabolismo hormona

tiroidea
1l
SIGLA NOMBRE LOCALIZACION FUNCION
Tioredoxin _ o
TRR Citosol Antioxidante
Reductasa




Transporte, antioxidante,
Sel P Selenoproteina P Plasma almacenamiento, detoxifica

metales pesados

Antioxidante /Estructural

Sel W  Selenoproteina W Musculo
(prueba)
Sps) Selenofosfato Cataliza selenofosfato para
Sintetaza selénido y ATP
Glandula
prostética, Prevencion de cancer en
Sepl5 15-kDa )
testiculo, cerebro, humanos
rifion e higado
SelH H Proteina globular
Desconocida
Proteina
Sell
membranal
SelM M Cerebro, bazo Antioxidante
Tejido fetal y tejido Desarrollo, proliferacion y
SelN N .
adulto humano regeneracion celular
_ ) Previene estrés oxidativo en
SelR R Citosol, nucleo
cerebro
Regula la glucosa en el
SelS S Plasma de ratas _
metabolismo
SelV \Y Testiculos Antioxidante

Adaptacion: Arthur et al. 1994, British Nutr. Foundation 2001

Glutation Peroxidasa (GPx)

La familia de la glutation peroxidasa (GPx) incluye 7 enzimas seleno dependientes

con diferente peso molecular, estructura y funcion, las mas estudiadas son GPx1,
3



GPx2, GPx3 y GPx4, encontrando también la GPx del nudcleo espermatico, GPx6

y GPx7. La funcién general de la GPx es catalizar la reduccion de hidroperéxidos

organicos y por ende proteger a las células de dafio oxidativo (Cuadro 2).

Cuadro 2. Localizaciéon y funcion de las principales selenoproteinas (GPx)

Sitio Celular Factor Respuesta Antioxidante
Lipidos listos para oxidacion.
Formacion de hidroperoxidos
Membrana PUFA en la g P ) .
. citotoxicos Vitamina E
externa dieta
Dafo membranal, necrosis en
tejido
Ejercicio GPX1
Citosol Generacion de radicales libres
Infeccion GPX2
Alto Formacioén de hidroperoxidasas
Organelos . s P GPX4
rendimiento citotoxicas

Adaptado de: Baker, D.H. 2001 en Lewis y Southern, 2001

En 1976, se descubri6 una GPx con actividad no Se-dependiente (Lawrence y

Brurk, 1976) la cual se identific6 como glutation S-transferasa (Prohaska y

Ganther, 1977). Las células con actividad de GPx no Se- dependientes se

encuentran en cantidades menores, comparadas con las Se-dependientes. En el

higado de ratas, la glutation S-transferasa est4 presente en el citosol, la




mitocondria y los microsomas. Su actividad como GPx parece ser menor a nivel

microsomal, comparado con los otros sitios (Burk et. al, 1982).

La actividad de la glutation S-transferasa en el higado de ratones es 50-100%
mayor en machos deficientes de Se (Lawrence et al. 1978), la razén de dicho
incremento, se desconoce, pero se compensa con la pérdida de GPx

selenodependiente (Hill et al., 1987; Lawrence et. al., 1978).

Lawrence y Burk en 1978, reportaron la presencia de GPx selenodependiente y no
selenodependiente en el higado de los cerdos. Aproximadamente el 67% del total
de la actividad de GPx se piensa que es Se-dependiente (Meyet et. al., 1971). La
cantidad de GPx Se-independiente depende de los diferentes niveles de Se en la
dieta (Meyer et. al., 1981).

Si bien tanto la GPx Se-dependiente como la Se-independiente tienen la misma
funcién, muchas de sus caracteristicas son diferentes (Burk y Lawrence, 1978).
GPx Se-dependiente destruye tanto H,O, como hidroperdxidos organicos. GPx
Se-independiente no metaboliza H,O, y lo va acumulando (Lawrence y Burk,
1978). La caracteristica de mayor importancia en la Se-dependiente es que al
actuar frente a los dos factores anteriores, previene el dafio oxidativo en los

tejidos, evitando la destruccion celular (Sies et al., 1972; Eklow et. al., 1981).

La prevencién de signos derivados de la deficiencia, dependen de conocer que la
GPx no es la Gnica enzima en cerdos. Cerdos alimentados con bajas dosis de Se
en dietas, tienen elevadas concentraciones de transaminasa glutamica
oxaloacetica en suero (TGOs), transaminasa glutamico-pirtbico en suero (TGPs) y
dehidrogenasa acidolactica en suero (DHL). La suplementacion de Se previene el
incremento de DHL, TGOs y TGPs (Ewan y Wastell, 1970).

Selenio organico e inorganico

El Se en el ambiente se puede encontrar en dos diferentes formas inorganica, que
es la presentacion quimica del elemento (selenito, selenato de sodio) y la forma

5



organica, conocida asi por alimentar a una cepa de la levadura con altas
concentraciones de azufre (S) lo cual requiere de fuentes inorganicas de Se
(Mahan, 1995), ya que el S y el Se son quimicamente similares, el selenio es
incorporado a un aminoacido de la célula de la levadura, remplazando asi el S por
Se, el 94% del Se incorporado a la levadura es en forma de seleno-aminoacidos
principalmente SeM (Kelly y Power, 1995) y en bajas concentraciones

selenocisteina, Se-metilseleno cisteina y selenoetionina.
Selenio Inorgénico

La Food and Drug Administration (FDA, 1971), aprob6 dentro de la forma
inorganica al selenato y al selenito de sodio como fuentes de Se para la utilizacién
en dietas de animales. El selenito de sodio, es la forma mas comdn por su menor
costo, sin embargo, se ha reportado su alto potencial toxicolégico, sobre todo al
ser soluble en agua (Echevarria et al., 1988) la segunda razén para la utilizacion
de selenito de sodio es porque contiene 45% de Se y su biodisponibilidad es del
100%, mientras que el selenato de sodio contiene 21.4% de Se (NRC, 1998).

Selenio Organico

El mayor componente de Se en plantas y granos, aparece en forma de
selenometionina (Frankerberger y Karlson, 1992). El Se organico encontrado en
los ingredientes alimenticios, estd compuesto de varias formas de Se organico,
pero la selenometionina representa cerca del 50% del Se en granos de cereales
(Olson y Palmer, 1976).

Trabajos de Gabrielsen y Opsvedt en 1980 concluyeron que la selenometionina
tiene una disponibilidad del 78% comparado con el selenito de sodio (Kim y
Mahan, 2003) y que en su analogo, que es la levadura enriquecida con Se hay

una cantidad disponible mayor al 40% de Se (Kelly y Power,1995)

Metabolismo



El metabolismo del Se en el organismo es complejo y depende ampliamente de
las formas en las cuales se encuentre. El Se, se puede encontrar en el alimento en
forma organica o inorganica. Las formas organicas mas comunes son la
selenocisteina y la selenometionina y las inorganicas son el selenito (SeOs%) y el

selenato (Se0,?).

La absorcion, el transporte, la distribucion, la excrecion y la retencion también
dependen de su cantidad y forma quimica asi como de la presencia o ausencia de

numerosos factores dietéticos.
Absorcién

El Se tiene gran importancia fisioldégica porque las plantas lo absorben del suelo
incorporandolo a las proteinas en forma de selenometionina o selenocisteina. Se
sabe poco de otras formas de Se en los alimentos, ya que generalmente, los
minerales se analizan después que los alimentos se han incinerado. El Se llega a
los organismos animales por la cadena alimenticia a través de las plantas o

premezclas alimenticias.

La absorcién de Se ocurre esencialmente en el segmento superior del intestino
delgado (Silencio et al., 2004). Utilizando segmentos ligados de intestino de ratas,
se encontrd que la selenometionina es absorbida principalmente en el duodeno
(Whanger et al., 1976) y que aun teniendo poco consumo del mineral, su

absorcion no es un factor limitante de su biodisponibilidad (Mutanen, 1986).

La forma en que el Se se absorbe en el intestino depende de su fuente (forma). El
selénido es la forma activa biol6gica del Se en el cuerpo y no es absorbido como
tal. Consecuentemente, el estado oxidativo de este elemento puede afectar la
absorcion en el intestino. Se ha demostrado que el selenito es metabolizado en

dimetil selénido para ser absorbido, posteriormente se separan los metilos



ionizandose el Se en sus enlaces para unirse a metionina o cisteina (McCready et
al. 1966; Zehr y Oremland, 1987; Tarze et al. 2007).

La absorcion de selenio organico depende completamente de un sistema de
transporte activo, tanto selenometionina, como metionina compiten por el mismo
sitio de absorcion (McConnell y Cho, 1965), lo que hace mas facil el proceso, en el
caso de la forma inorganica, el transporte de selenato es dependiente de sodio y
ocurre en las células del borde de cepillo del ileon via un mecanismo de transporte
activo y compite con el sulfato y otros 6xidos metalicos (Arduser et al., 1985) y en
el caso de selenito, la absorcién es independiente de sodio y ocurre por difusion
pasiva en la porcion superior del ileon (Patterson et al., 1989; Swanson et al.,
1991; Vendeland et al. 1994; Shen et al., 1997).

La absorcion del Se no parece tener una funcion importante en su regulacion
homeostética y es mejor cuando el elemento se da como selenometionina, aunque
también se absorbe en otras formas; sin embargo, ésta varia de acuerdo con
factores intraluminales, por esto se concluye que su absorcién varia entre 50 y
100%. Factores dietéticos como los taninos y los fitatos que inhiben la absorcion al
quelar y precipitar al Se (Forbes y Erdman, 1983; Burk y Hill, 1993), o el uso de
avena o pescado, que por el contrario, aumentan la absorcién en 81% y 56%
respectivamente (Fox et al., 2005)

Transporte

El Se inorganico es absorbido e incorporado rapidamente dentro del eritrocito
donde dura poco tiempo para después incorporarse a la circulacion. En el eritrocito
existen dos proteinas que contienen Se mientras que el plasma tiene tres
selenoproteinas: GPX, selenoproteina P (SelP) y albimina; cualquiera de las tres
sirve como proteina de transporte. En el caso de la GPx y la albumina, el Se esta

unido en el sitio activo a una metionina y en el caso de la SelP se une a una



cisteina (Sandholm, 1974; Suzuki e Itoh, 1997; Shiobara y Suzuki, 1998; Ducros et
al. 1994).

Cuando el Se organico es absorbido, los seleno aminoé&cidos circulan por el
sistema circulatorio. Suero y plasma tienen similares concentraciones de Se y por
lo general reflejan el estado del animal. De hecho la suplementacién con Se
organico produce mayores concentraciones de Se en suero comparado con la
suplementacion de Se inorganico. La cantidad de Se retenido en el tejido refleja la
calidad y fuente del Se dietario administrada al animal. Los tejidos con mayor
concentracion de Se son el rindn>higado>tejido glandular>musculo (Kim, 1999);
sin embargo se ha demostrado que el Se en tejidos es mayor cuando se
administra de forma orgénica (Mahan and Parret, 1996), reflejando esto la

cantidad de selenometionina en la dieta.

En el 2005 Burk y Hill, sugirieron que la SelP, juega un papel importante en el
transporte de Se a los tejidos y que es responsable de llevar el Se del higado a
otros tejidos como rifiones, corazon, testiculos y cerebro (Hill et al. 2003;
Schomburg et al., 2003; Schweizer et al., 2005).

Distribucion en tejidos

La distribucion de Se en tejidos, se ha estudiado suplementando dietas de ratas
con radioisétopos (°Se-) y en humanos con isotopos estables (“*Se u %Se), ya
sea con la fuente organica o inorganica (Fox et al. 2005). Después de la
suplementacion, las ratas, presentaron mayor concentracion en higado y rifiones
(Beilstein y Whanger, 1985; Janghorbani et al., 1989) y los humanos, en rifiones e
higado (Ingrao et al., 1990), ya que estos érganos contienen, una porcion de la
cantidad total de Se en el cuerpo (32% en higado y 6% en rifiones) (Behne y
Wolters, 1983) y es por esto que estan tan relacionados en el metabolismo y

excrecion. El plasma y los eritrocitos se estima que contienen entre 7.5% y 7.9%



del total del Se en el cuerpo, respectivamente. El tejido muscular, tiene la mayor
actividad de Se total del cuerpo, aproximadamente 40% (Behne y Wolters, 1983;
Oster et al. 1988).

El Se es depositado en los diferentes tejidos en mayores concentraciones, cuando
la fuente de Se en la dieta es organica, Whanger y Butler (1988), encontraron que
en ratas el nivel de acumulacion en muasculo es mayor cuando se administra

selenometionina en lugar de selenito, especificamente en masculo y cerebro.

En un trabajo con monos, se les suplementd el alimento con selenometionina
durante 11 meses, encontrando significativamente, mayores concentraciones de
Se en higado, musculo y cabello a comparacién de los animales que consumieron

dietas con selenito (Butler et al., 1990).
Ruta Metabdlica

El Se tanto organico como inorgéanico es reducido a selénido por la glutation
(GSH), sin embargo el organico, primero necesita ser anclado por puentes carbon-
Se por B-liasas. El selénido es utilizado para la sintesis de selenoproteinas y
proteinas que anclan el mineral 0 en su caso se excreta como metabolitos
metilados (Suzuki y Ogra, 2002; Sunde, 1997).

La ruta metabdlica del Se, se muestra en la Figura 1. El camino 1 muestra la
conversion de selenato a selenito, que envuelve a los intermediarios activos,
adenosin fosfoselenato (APSe) o fosfoadenosin fosfoselenato (PAPSe) (Axley y
Stadtman, 1989). El siguiente paso es la reduccidon no enziméatica por glutation

(GSH) al estado de oxidacién cero del Se®

selenodiglutatiéon” (GS-Se-SG), que es
reducido nuevamente a selenopersulfido (GSSeH) por la glutation reductasa en
presencia de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (forma reducida del
NADPH), siendo el paso 3. Bajo condiciones anaerbbicas, GSSeH puede
convertirse en un selenido acido volatil (paso 4), junto a la glutation reductasa en
presencia de NADPH o de una reduccion no enzimatica por exceso de GSH
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(Hsieh y Ganther, 1975). El selénido puede ser metilado utilizando S-
adenosilmetionina en el higado, por cualquiera de las dos metiltransferasas
(citosolica o microsomal) a metaloselenol (paso 5) y dimetilselenido (paso 6) o ion
trimetilselenon (paso 7) (Hsieh y Ganther, 1977), para después ser eliminado en la
respiracion (paso 8) o en la orina (paso 9). En resumen, el selénido puede unirse
no enzimaticamente a proteinas de unién de Se (paso 10), lo cual puede causar la

toxicidad del Se.

La selenometionina es incorporada a las proteinas (paso 11) o puede ser
convertida en selenocisteina (paso 12), o ser metabolizada a metaloseleno (paso
15) a través de una ruta de transaminacion (Steele y Benevenga, 1979). Algo de
selenometionina no es inmediatamente metabolizada, si no que se incorpora en
los 6rganos por la sintesis de proteina (paso 11), como el musculo esquelético, los
eritrocitos, el pancreas, el higado, los rifiones, el estbmago y la mucosa
gastrointestinal. La conversion de selenometionina a selenocisteina (paso 12)
envuelve 2 pasos; la selenometionina es bien metabolizada a [Se]-adenosil
metionina (SeAM) (Markham et al., 1980), un excelente donador metilo en el
sistema de mamiferos. Seleno adenosil seleno homocisteina (SeAH) es un
sustrato de la cistationina p-sintetaza y cistationina y-liasa y ambas son

convertidas en selenocistina en los tejidos de mamiferos.

La selenocisteina es degradada a Se elemental por la selenocisteina liasa (paso
13). El elemento Se es reducido no enzimaticamente a selénido (paso 14) por

glutation o por tiol (Esaki et al., 1982)

Selenato —_— Selenito Proteina

| i
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GS-Se-SG Selenoproteinas Selenometionina

(3) (12)

GS-SeH Selenofosfato Selenocisteina
(4) (16) (13) p-liasa
H,Se (14) se’
(10) (5)
Proteinas Se-ligadas CH,SeH (12)
(6)
(CH3),Se @ respiraciéon
(7)
(CH3)5sSe” ©) orina

Figura 1. Ruta metabdlica del Selenio. Adaptado (Ganther, 1986; Medina et al., 2001; Susuzi y
Ogra, 2002; Silencio, 2004)

Excrecion

El Se puede ser eliminado del cuerpo por tres vias: orina, heces y expiracion. El
nivel absoluto de consumo y la forma quimica en la cual el Se es absorbido, son

los factores que afectan su excrecion.

La excrecidn por via urinaria es la ruta primaria, generalmente se excreta del 50 al
75% del total ingerido; cuando el Se se incrementa, la excrecién tiende a
incrementar para mantener la homeostasis (Robinson y Thomson, 1983; Alaejos y
Romero, 1993; Holben et. al., 2002). Las pérdidas por via fecal usualmente no son
grandes y son independientes de la dosis (Thomson y Robinson, 1986). La
eliminaciéon de Se volatil (H,Se) por via respiratoria solo se presenta en casos de

intoxicaciéon. (Robinson y Thomson, 1983).
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La metilacion es la reaccion que se considera para excretar el Se; cuando hay
casos de intoxicacion se excreta Se, en forma de mono-, di- y trimetilado (Suzuki
et al., 1995; Suzuki et al., 1996; Itoh y Suzuki, 1997).

En China, las concentraciones en orina de Se de residentes con selenosis cronica
fue 400 veces mayor que en areas donde existia la enfermedad de Keshan (Yang
et al., 1983; Yang et al., 1989).

Las formas quimicas de Se aparentemente afectan la excrecion del mineral. El Se
urinario es bajo cuando la suplementacion es por Se organico comparado con la
excrecion de Se inorganico (Thomson y Stewart, 1973; Robinson et al, 1985;
Robinson et al, 1997). Después de suplementar en ratas con selenito y
selenometionina por 7 dias, 12.7% de selenito fue excretada por orina y solo el

4.2% cuando se administré selenometionina (Thomson y Stewart, 1973).

Requerimientos de Selenio

En 1974 la Food and Drug Administration (FDA,1987) aprobé la suplementacion
de selenio con selenito de sodio en la dieta porcina siempre y cuando , no
contuvieran mas de 0.2 ppm, restringiendo la dosis en cerdos, particularmente en
lechones lactantes y en la etapa de destete a razén de 0.3 ppm, sin embargo el Se
puede provenir de cualquiera de sus dos principales formas: organica o
inorganica, ambas igual de efectivas, aunque con diferentes mecanismos de
distribucion en tejidos (Lewis et al., 2001), ya que todas las dietas convencionales,

sin premezclas, son marginales en este elemento.

Es dificil estimar exactamente el consumo de Se en la dieta, debido a la enorme
variacion geografica en el contenido de Se de los alimentos. Los principales
recursos de Se son subproductos de origen animal y granos. Los amplios rangos
de contenido de Se oscilan entre 0.01 a 0.5 ppm en cereales y 0.001 a 0.36 ppm
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en subproductos de origen animal (Truswell et al., 1990; FEDNA, 2003, NRC,
1998)

Los requerimientos de Se en la dieta de cerdos, recomendados por NRC (NRC,

1998) son los siguientes:

e Sementales 0.3 ppm
e Hembras

o0 Gestantes 0.3 ppm

0 Lactantes 0.8 ppm
e Lechones

o 3-5kg 0.08 ppm
5-10 kg 0.15 ppm
10-20 kg 0.25 ppm
20-50 kg 0.28 ppm
50-80 kg 0.39 ppm
80-120 kg  0.46 ppm

O O O O O
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El beneficio de utilizar las dosis adecuadas de Se, serd evitar problemas de

selenosis o de deficiencia.

Deficiencia de Selenio

La deficiencia de selenio se relaciona a condiciones de enfermedades
nutricionales en todas las especies. Aunque el selenio se necesita en toda la
vida del cerdo, existen tres periodos registrados donde aumenta la probabilidad
de deficiencia (Mahan, 1994).

El primero, es durante el periodo inmediato al destete, dentro de los 7 a los 14
dias, se da un descenso en las concentraciones de selenio sérico y tisular e
incrementa la mortalidad y la mayor incidencia de enfermedades deficitarias,
este periodo es dificil de prevenir aunque se adicione 0.3 ppm de selenito en la
dieta (Mahan, 1994).

El segundo periodo se presenta durante la reproduccion, particularmente en
cerdas altas productoras después del tercer parto, las cuales presentan un
intervalo destete estro mayor al promedio de la granja, disminucion de la
prolificidad (Mahan et al., 1975), la produccién lactea lleva un periodo mas
largo durante los dias iniciales postparto y existe una alta incidencia de mastitis
metritis agalactia; asi como también existe disminucion de la fertilidad en
nuliparas, aunque la frecuencia es menor (Edwards et al., 1977). Estas
funciones se relacionan a funciones del musculo liso donde existe la necesidad
de selenio para su 6ptimo desempefio. Como resultado de un bajo nivel de
selenio en la madre, el nivel en el estado fetal y la concentracion de selenio
calostral estara reducida, al grado que los cerdos neonatos presentan la
deficiencia y puede aumentar la mortalidad de los lechones (tercer periodo)
(Nielsen et al.,1979).
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La deficiencia de selenio afecta marcadamente el metabolismo de la glutationa
y otras enzimas glutatibn-dependientes, bajando la actividad de las mismas,
produciendo un aumento en la concentracion celular de peréxidos, por el dafio

ocasionado en la pared celular.

Los signos caracteristicos de deficiencia son:

- Hepatosis dietética: frecuente entre las 3 y las 15 semanas de edad.

- Degeneracion muscular.

- Corazoén con aspecto de mora: lesiones hemorragicas y necroticas, descritas
como una microangiopatia de origen dietético en cerdos con rapido crecimiento
entre el dia 30 y 120 de vida, es de alta incidencia en animales cuya
alimentacion se basa en cereales que aportan menos de 0.05 ppm de Se a la
dieta.

- Trastornos de la reproduccion en hembras y verracos ocasionando baja
fertilidad, baja motilidad y malformaciones a nivel espermatico (Marin-Guzman
et al., 1997).

- Problemas en el sistema inmune (Wuryastuti et al., 1993).

Toxicidad

La toxicidad por Se, selenosis, se ha reportado tanto en humanos como en
animales. Los animales presentan pérdida de pelo, retardo en el crecimiento y

problemas reproductivos (Xiaodong Zhou, 2007).

Los cerdos en crecimiento expuestos a altas ingestas de selenio (12 mg de
Se/kg de MS) desarrollaron deformacién de las pezufias. Con dietas a 20 ppm,
Herigstad et al., (1973) describieron un cuadro de intoxicacion caracterizado
por congestion necrotica de la meédula renal, cambios degenerativos del
encéfalo y médula espinal, asi como otras lesiones que desembocaban en la
muerte del animal. En cerdas reproductoras, la selenosis puede provocar

efectos teratogénicos.
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En cerdas jovenes, ingestas de 7-10 mg de Se/kg de MS en forma de selenito
ocasionan descenso de la fertilidad y aumento del nimero de lechones nacidos
muertos (Kim y Mahan, 2001). La esterilidad asociada a la intoxicacién por
selenio suele ser neutralizada con arsénico organico. Este efecto protector del
arsénico organico se debe probablemente a que reduce la absorcion del
selenio en el tracto gastrointestinal, aunque se desconoce el mecanismo exacto

de su accion.

Por otra parte, las experiencias llevadas a cabo por Kim y Mahan (2001) en
cerdos en crecimiento ponen de manifiesto que cantidades iguales o superiores
a 5 ppm tienen efecto téxico, si bien la intensidad de la intoxicacion depende de
la fuente del selenio, siendo los efectos mas moderados cuando la fuente es
selenio organico (levaduras enriquecidas con selenio) que cuando es selenio

inorganico (selenito sédico).
Efecto sobre calidad de carne (Oxidacion)

La oxidacion es un proceso que posterior al sacrificio se convierte en la

principal causa de deterioro de la carne afectando la fraccion lipidica.

La peroxidacion lipidica, es la interaccion negativa de los radicales libres con la
fraccion lipidica de la membrana celular, y la propagacion al resto de estos
elementos en los tejidos (Wander, 2001). Esta peroxidacion, causa entre otros
dafios, la pérdida de la fluidez de los elementos (asociacion entre lipidos y
proteinas) de la membrana, el incremento en la permeabilidad no selectiva de
iones a nivel de membrana celular, favorece la inhibicién o estimulo de enzimas
especificas asociadas a membrana y la generacion de subproductos de la
peroxidacion que actian como radicales libres, los cuales se distribuyen en el
organismo propagando la oxidacion (Slater, 1987; Halliwell, 1987, North et al.
1994).

La oxidacion consta de cuatro pasos fundamentales (Wander, 2001,

Aurousseau, 2002):
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Iniciacion, (desequilibrio entre compuestos prooxidantes y antioxidantes)

Propagaciéon (un radical libre remueve un atomo de hidrégeno de sustratos

oxidables, tales como proteinas, lipidos y carbohidratos en células)

Amplificacién, (un radical libre unido a cualquier molécula, genera dos

radicales organicos continuando con la reaccion)

Interrupcion, (por agentes antioxidantes o por eventos metabdlicos que liberan

oxigeno reactivo)

De estos pasos deriva el estrés oxidativo, el cual se define como el
desequilibrio entre radicales libres (moléculas con un electrén no acoplado,
capaz de oxidar <radical hidroxilo=OH> o reducir <radical superéxido = O,>
otras moléculas) (Lauridsen, 1999; Drdge, 2002) y agentes antioxidantes,

impidiendo la eliminacion de los primeros.

El estado nutricional con relacion al selenio es relevante con lechones al
destete por la natural deficiencia en su dieta previa y por el estrés asociado
(Mahan et al., 1977; Quiles y Hevia, 2006). Sin embargo, la actividad de
células indiferenciadas es muy dependiente de la oxidacion y de los agentes
gue resuelven las peroxidaciones, por esta razén la eficiencia reproductiva
responde a la complementacion de la dieta con selenio; igualmente, la vida de
anaquel de los productos cérnicos, asi como la proteccion de su calidad
depende importantemente de prevenir o resolver la oxidacion (Sanchez 2004;
Oldfield, 2003; Mahan et al., 1999; Cannon et al., 1996). Una mejor distribucién
entre tejidos del Se, como lo ha propuesto el laboratorio de Mahan (Meyer,

1981), amerita la constatacion del efecto.

Efectos sobre la cerda reproductora

Desde principios del siglo XX, existe evidencia de que el Se puede interferir con
el desarrollo normal del embrion, pudiendo producir malformaciones (signos de

deficiencias) en la progenie, Franke y Tully (1936) mostraron efectos en pollos,
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en el mismo afio Franke y Potter trabajarian con ratas y Rosenfeld y Beath

(1947) en ovejas.

Hasta el momento, se desconoce el sitio exacto y el mecanismo de accion del
selenio en el ciclo sexual de la cerda, aunque parece posible que ejerza un
efecto directo en el momento de la concepcion o determine una mortalidad

embrionaria precoz.

Lo que es un hecho, es que las cerdas alimentadas con materias pobres en
selenio y de reservas tisulares bajas, al ser suplementadas con selenio, tienen
un aumento del tamafio de la camada, un mayor porcentaje de fertilidad, sobre
todo en cerdas nuliparas y una disminucién de la mortalidad neonatal. (Quiles y
Hevia, 2006)

En muchos estudios se han evaluado tanto las fuentes como las dosis de Se,
para determinar los niveles de toxicidad en los cerdos, sin embargo existe poca
informacion sobre los efectos de una deficiencia en cerdas y su progenie,
principalmente en lo que se refiere a los niveles de Se en lechones y

parametros productivos en cerdas.

El presente trabajo se disefid0 para medir los efectos de una deficiencia de
selenio en lechones, alimentando a sus madres con dietas deficientes de Se,
para lo cual se midi6 la actividad de glutation peroxidasa y la concentracion de
Se por absorcién atomica en los musculos semimembranoso, semitendinoso,
gran dorsal e higado de los lechones y con estos mismos datos se determing la
respuesta de fuente y dosis de Se; ademas de mencionar las observaciones
posteriores a la alimentacion en cerdas sin suplementacion de Se en la

premezcla con respecto a su comportamiento reproductivo.

19



HIPOTESIS

La alimentacion de cerdas con dietas deficientes en Se afectara su desarrollo
reproductivo y el desarrollo de su progenie; sin embargo, el uso de Se organico
en las dietas de los lechones, favorecera la presencia de selenio y la funcion de

la glutation peroxidasa en muasculo.

OBJETIVOS

Determinar la disponibilidad y distribucion de Selenio en los mdusculos:
semitendinoso, semimembranoso, gran dorsal e higado de lechones
alimentados a partir de una fuente inorganica (selenito de sodio) o de una

fuente organica (levadura enriquecida), a dos diferentes niveles.

Registrar el comportamiento productivo y los efectos en la reproduccion de
cerdas alimentadas desde el dia 70 de gestacion hasta el final de la lactacién

con alimento no adicionado con Se en la premezcla.



MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realiz6 en las instalaciones del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Fisiologia Animal del INIFAP (CENIDFA), ubicado en Ajuchitlan,
Qro., con coordenadas geograficas 20.72°N Y 100.02°0, clima semidesértico y
lluvia en verano, temperatura media anual de 15 °C y una precipitacion pluvial
anual de 450 a 630 mm.

Se utilizaron dos grupos de 10 cerdas cada uno, producto del cruzamiento
Landrace - Duroc, iniciando al dia 70 de gestacion, las que se alimentaron (2
kg-cerda™.dia™) con una dieta convencional baja en Se (Cuadro 4), formulada para
cubrir las necesidades de otros nutrientes (NRC 1998) y con el fin de reducir las

reservas de Se y asi transmitir la menor cantidad posible a su progenie.

Al dia 109 de gestacion previo pesaje, las cerdas ingresaron a la maternidad, en
donde se les ofrecio un alimento de lactacién pobre en Se, a razon de 2 kg-cerda’
Ldia™ hasta el parto, a partir del cual se incrementé la oferta de alimento en 0.5
kg/dia, hasta llegar al consumo a libertad. EI consumo marginal de Se fue para
provocar una disminucion en la concentracion de Se en los tejidos (gran dorsal,
semimembranoso, semitendinoso e higado) de los lechones al destete y crear
susceptibilidad a la deficiencia posdestete, reforzando su baja ingesta durante la

gestacion.

De ambos grupos se obtuvieron los siguientes datos:

a) Peso al dia 70 de gestacion

b) Peso al dia 109 de gestacién, entrada a la maternidad (PEM)
c) Peso de salida al dia del destete (PS)

d) Numero de parto (No. Parto)

e) Lechones nacidos totales (LNT)



f) Lechones nacidos vivos (LNV)

g) Peso de la camada al nacimiento (PKN)
h) Edad al destete (ED)

i) Numero de lechones destetados (NLD)
j) Peso de la camada al destete (PKD)

K) Intervalo destete estro (IDE)

A estas cerdas se les dio seguimiento de su comportamiento productivo un ciclo
posterior a su experimento. Los lechones obtenidos de este grupo de cerdas
cuando se cref la deficiencia de Se, fue utilizado en su totalidad. Estos se alojaron
en jaulas elevadas con piso de rejilla (1.10 x 1.5 m), bebedero de tetilla y un
comedero de tolva con 6 bocas, en una sala de destete con clima controlado por el
manejo de ventilacién natural asistida por un extractor y un calentador de gas.
Durante la primera semana se mantuvo una temperatura de 29 a 33°C,
permitiendo la reduccién de 2°C por semana, hasta alcanzar la temperatura

ambiente promedio de 27°C.

La alimentacion de los lechones se realizo a libertad, los primeros 11 dias se les
ofrecié alimento Fase 1 (en harina) en 4 comidas y por los siguientes 11 dias se

les ofrecié un alimento de Fase 2 (en harina) en 3 comidas diarias (Cuadro 3).

En todas las dietas se determind la concentracion en ppm. de Se; en el cuadro 4,
se observa la composicion de la premezcla de minerales y vitaminas y en el
cuadro 5, los datos de la composicion calculada con una premezcla libre de Se y

la composicion analizada por absorcién atomica.



Cuadro 3. Composiciéon de dietas de los cerdos en sus diferentes fases

Ingredientes Gestacién Lactacién 12, Fase 22 Fase
Leche, suero DSH 287.0 -
Sorgo, grano 8.2% 572.0 658.4 129.9 514.3
Maiz, amarillo 8% 170.0 120.0
Alfalfa, heno 150.0 -
Soya, pasta 46% 130.0 148.0 110.0 200.0
Leche entera - - 100.0 -
Maiz, rastrojo 75.0 - - -
Plasma - - 70.0 -
Soya, C. Proteico-67% - - 52.0 83.0
Canola, pasta - 80.0 - -
Aceite de Soya, - - 44.0 37.0
Sebo 40.0 52.0 - -
Melaza de cafia - 20.0 - -
Fosfato, mono di calcico 16.3 17.2 13.2 135
Calcio, carbonato 5.3 8.7 55 10.7
Sal, NaCl -1 4 4 4.0 4.0
Oxido de Zn - - 4.0 -
Vitaminas, pmx 6.8 6.8 5.0 5.0
Minerales, pmx* 0.6 0.7 1.0 1.0
Butirato - - 1.0 -
L-Lisina. - 3.2 0.07 5.7
L-Treonina - 0.75 0.05 2.4
DL-Metionina - 0.25 1.23 1.7
L-Triptéfano - - - 15
Vehiculo® - - 2.0 0.5°
Total 1000 1000 1000 1000

# Cascarilla de arroz, ajustando la concentracién de Se para cada una de las fuentes

® | a concentracién de Se de los ingredientes en la segunda fase fue mayor a la de la primera fase, por tal motivo el
complemento con levadura enriquecida o con selenito de sodio ser4 menor en la segunda fase. (El aporte de Se de la dieta
es de 44% para ajustar a 0.18ppm de Se y 27.5% para ajustar a 0.29 ppm de Se)

*La premezcla de minerales era libre de Se.



Cuadro 4. Composicion de la premezcla de vitaminas y minerales

Unidades Minerales Vitarlnainas Vitar;ainas
Azufre % 13.62
Cobalto ppm 600.00
Cobre ppm 12,000.00
Hierro ppm 100,000.00
Manganeso ppm 30,000.00
Selenio ppm 0.00
Yodo ppm 800.00
Zinc ppm 120,000.00
Cloro % 6.87 9.92
Vit. A ul/G 4,000.00 500.00
Vit. D ul/G 800.00 50.00
Vit. E ul/G 20.00 7.50
Vit. K ppm 500.25
Riboflavina (B2) ppm 3,000.00
Cianocobalamina (B12) ppm 16.00
Colina ppm 234,333.00 338,480.00
Niacina ppm 15,000.00
Ac. Pantoténico ppm 6,897.84
Tiamina (B1) ppm 248.40
Piridoxina (B6) ppm 258.30
Biotina (H) ppm 62.55
Ac. Folico ppm 624.00

#Premezclas vitaminicas comerciales, formuladas con diferentes niveles, se utiliza 1y 2 en lugar

del nombre comercial.



Cuadro 5. Composicion de las diferentes fases de alimento con premezcla libre de Selenio

COMPOSICION CALCULADA

Gestacion Lactacion 13, Fase 22, Fase
EM, Mcal/Kg 3.001 3.301 3.503 3.350
Proteina cruda (%) 13.523 15.749 23.182 21.158
Lisina (%) 0.604 0.985 1.641 1.523
Ca (%) 0.750 0.751 0.850 0.751
P disponible (%) 0.396 0.403 0.491 0.351
Selenio (ppm) 0.240 0.190 0.004 0.025

COMPOSICION ANALIZADA

Gestacion Lactacion 12 Fase 22 Fase

EM, Mcal/Kg 3.010 + 0.007

13.523 £ 0.011

3.325 + 0.005
15.570 £ 0.025

3.703 + 0.005
24.292 +0.018

3.546 + 0.010
Proteina cruda (%) 21.313 £ 0.020

Selenio (ppm) 0.064 0.070 0.004 0.080



Al destete se establecieron 5 Tratamientos, por la fuente y el nivel de Se

suplementario en la dieta (Cuadro 6).

Cuadro 6. Distribucion de Tratamientos

TRATAMIENTO  FUENTE Dosis (ppm)
1 (Control _
_ Ingredientes 0.004 ppm
Negativo)
2 Selenito de Sodio (Na;SeOs3) 0.18 ppm
Levadura Enriquecida con
3 _ 0.18 ppm
Selenio
4 Selenito de Sodio (Na;SeO3) 0.29 ppm
Levadura Enriquecida con
5 _ 0.29 ppm
Selenio

En todos los casos, para inducir el nivel marginal de Se se utiliz6 una
premezcla de minerales libre de Se (Cuadro 4), a la que se le agregaron 2
diferentes fuentes de Se a dos distintas concentraciones, para obtener los

niveles esperados del elemento.

La levadura enriquecida tiene una concentracion de 2000 ppm. asi que para
alcanzar 0.18 ppm se agregaron 90 g/ton y para alcanzar 0.29 ppm se
agregaron 145 g/ton; en el caso de selenito de sodio, este venia a una
concentracion de 1%, asi que para lograr 0.18 ppm, se utilizaron 18 g/ton y

para tener 0.29 ppm, se utilizaron 29 g/ton.

Los diferentes niveles de Se en las dietas, se obtuvieron, realizando una
premezcla de los micros, teniendo la cantidad de levadura enriquecida y la de
selenito de sodio previamente pesada, se dosificO en una mezcladora
manualmente la cual revolvié por alrededor de 8 minutos para homogeneizar la

premezcla; entre cada premezcla, se limpiaba la mezcladora para evitar



cualquier contaminacion, posteriormente se preparaba el alimento y de cada
lote se tom6 una muestra, la cual fue analizada previa al consumo, para
determinar exactamente la cantidad de Se que se aportaba a los animales
(Cuadro 5).

Se tuvieron dos bloques experimentales con 25 unidades experimentales en
cada uno de ellos, dando como resultado 5 repeticiones por tratamiento en
cada bloque. La unidad experimental fue el corral con minimo 4 lechones de
ambos sexos, aleatorizados en funcion de las camadas de origen, el peso

inicial y el sexo.

Los animales se pesaron semanalmente para determinar la ganancia de peso;
se peséd el alimento ofrecido y rechazado, para determinar el alimento
consumido y la relaciébn ganancia de peso y consumo de alimento lo cual se

utilizé para determinar la eficiencia alimenticia.

Con el fin de tomar como referencia los niveles de Se y de glutation peroxidasa
de lechones de la granja en condiciones de manejo y alojamiento lo mas
parecido a los lechones expuestos a la deficiencia, pero alimentados sin
restriccion de Se desde la gestacion, al destete, se sacrificaron 4 lechones de
21 dias de edad, estos datos se compararon con las concentraciones obtenidas
al final del experimento (al dia 22 posdestete), sacrificando 25 lechones (1
lechén promedio de cada unidad experimental) con el fin de mostrar las
concentraciones de Se y glutatién peroxidasa en tejido hepatico, en el musculo
gran dorsal, semimembranoso y en el semitendinoso, para confirmar la posible

deficiencia.

El sacrificio de los lechones se realiz6 con una previa desensibilizacion con
bioxido de carbono, posteriormente se desangraron por yugular y se procedio a
eviscerarlos para obtener el higado y a despiezarlos para obtener las muestras
de los musculos. Las muestras extraidas se identificaron, se pesaron y se

congelaron para su posterior manejo en el laboratorio.



En el laboratorio, las muestras obtenidas se molieron, para poder realizar las
diluciones correspondientes a cada técnica, todas las muestras se manejaron
por triplicado para tener mayor certeza de los resultados, ya fuera para GSH-Px
(Kit N° cat: CGP1 de SIGMA) (actividad de la enzima mmol/min/ml) o digestion
por microondas para la determinacion de la concentracion de Se por absorcion

atémica (ng Se/ g MS)

Técnica de para actividad de la Glutatién Peroxidasa enzima (Kit N° cat:
CGP1 - SIGMA)
a) Reactivos utilizados:

0 Se reconstituye el reactivo de NADPH (Rx NADPH) agregando 1.25
ml H20 destilada

0 Se prepara la Solucion t-Bu-OOH (30 mM), diluyendo 21.5 pl de t-Bu-
OOH y aforando a 5 ml.

o Al estandar de enzima Glutatién con 100 U se le adiciona 1 ml buffer,
del cual se toman 2.5 ul y se afora a 1 ml de H20 destilada

b) Procedimiento:

0 Se homogenizan 0.5g tejido en 5 ml H,O, para asi proceder al
ensayo que se monto con la técnica en base al kit N° cat: CGP1y
realizar las lecturas de los viales por espectrofotometria.

o0 Cada muestra, incluyendo el estandar de la enzima GSH-Px para
obtener la absorcion blanco (Abs pianco), S€ leyo con el programa de

espectrofotometria 6 veces.

c) Resultados:
De las lecturas obtenidas se resta al valor obtenido de la sexta lectura, el valor
obtenido en la primera lectura:

Abs final = ADS (goseg) — ADS (10 seg)

Posteriormente se calcula la actividad de la GPx con la siguiente formula:

A.S = (AbBS pianco.— Abs M) FD .= U/ml
6.22V muestra (ml)




Concentracion de selenio por absorciéon atémica

Para poder determinar la concentracion de Se por absorcién atomica, es

necesaria la previa digestion de las muestras.

a) Digestion
El método es una digestion acida de tejido potenciada por un microondas (CEM

Microwave Sample Preparation System, Lined Digestion Vessel Accesory Set).

Procedimiento para digestion de muasculo:

Se pesan 0.5 gramos de muestra en base seca y se adicionan 10 ml de acido

nitrico (HNO3) en un vaso y se colocan las muestras dentro del microondas.

Se manejan 5 niveles de accion, en los que a una potencia de 40% de
capacidad del equipo, se incrementaron los PSI (Pouns per Square Inch — libra
por pulgada cuadrada), durante 10 minutos por cada nivel con 5 minutos de

transicion a una presiéon constante de 100 PSI.

Terminado el ciclo, se deja enfriar la muestra durante 5 minutos y se diluye lo

digerido en 10 ml de agua destilada.

Procedimiento para digestion de higado:

Se pesan 0.5 gramos de muestra en base seca y se adicionan 2 ml de agua
destilada y 5 ml de acido nitrico (HNO3) en un vaso y se colocan las muestras

dentro del microondas.

El procedimiento es similar, a excepcidon de que solo son tres niveles a
potencias que se incrementan de 50 a 100 y de 100 a 150 PSI, durante los
mismos tiempos por nivel, transicién y velocidad.

Terminado el ciclo, se deja enfriar la muestra durante 5 minutos y se diluye lo

digerido en 10 ml de agua destilada.



b) Lectura
La muestra ya digerida, es colocada en un vaso especial en el generador de
hidruros, 2 ml de la muestra junto con 8 ml de &cido clorhidrico al 1.5%.
Posteriormente se prepara el generador de hidruros para la lectura, utilizando
una solucién de borohidruro y alimentandose con N, como acarreador
(borhidruro de Se), se genera el hidruro de Se, para dar inicio a la reaccion la

cual se activara con la lampara del elemento Se.

Se obtiene la curva en el equipo, utilizando la absorcion promedio de los
estdndares, este promedio se multiplica por la absorcibn de la muestra
obteniendo una concentracion reportada en ng/2ml este dato se multiplica por
el factor de dilucién de la muestra y se divide entre el peso de la muestra en

MS para finalmente obtener el reporte de la muestra en ng Se/g MS.

Andalisis Estadistico

El experimento se condujo mediante un disefio de bloques completos al azar,
donde los bloques fueron los grupos de produccién; los datos se analizaron
usando los procedimientos Lineales Generales (GLM) de SAS, para incluir los
efectos principales de la fuente de Se y su nivel, asi como su posible
interaccion. Para todas las variables se analizaron las tendencias de respuesta
al nivel de Se, incluyendo al Control negativo como el punto de origen, se
analizaron para cada una de las fuentes de Se con coeficientes ortogonales
(efectos lineales o cuadréticos); cuando los efectos fueron lineales se realiz6 el
analisis de relacion de pendientes con el que se calculd la efectividad relativa.
Si los efectos fueran cuadraticos se determind la primera derivada de la

ecuacion cuadratica, para calcular el punto de inflexién de la curva.

En cada bloque, la jaula se consideré6 como una unidad experimental y los
criterios de respuesta fueron principalmente las concentraciones de Se y la
determinacion de glutation peroxidasa en musculo semimembanoso,
semitendinoso y gran dorsal e higado, aunque los parametros productivos

también se analizaron, pese a que no se tendria respuesta directa por el



metabolismo del mineral. Se tuvieron 50 observaciones totales (N), 25 por

blogue (n), con 4° de libertad para tratamiento y 20° de libertad para el error.

Modelo en bloques al azar:
Yip= p+ Bi+ 8¢+ Tj + BTy + Egjk

Donde:

Yik = es lak-ésima observacion aleatoria del coeficiente de digestibilidad
ileal asociada al j-ésimo tratamiento y al i-€simo bloque.

u = media general.

Bi = efecto del i-ésimo bloque.

d@ = error de restriccion asociado con el i-ésimo bloque.

T; = efecto del j-ésimo tratamiento.

BT; = efecto de la interaccion entre el i-ésimo bloque y el j-ésimo tratamiento.

Egk = error aleatorio NID (0, 6°)



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del analisis (contenido de Se) en las dietas confirmé el caracter

deficiente del alimento basal y la dosificacién planteada por los tratamientos.

Es relevante que con dietas convencionales, sin suplementaciéon de Se por via
premezcla de minerales, apenas se cubra el 23% del requerimiento en caso de
cerdas gestantes, el 8.75% en cerdas en lactacion, el 5% en lechones de 3 a 5 kg
y el 2.6% en lechones de 5 a 10 kg. del menor requerimiento de los animales, esto
concuerda con estudios realizados por Mahan en el 2005 quién encontré que la
concentracion en granos no alcanzaba a cubrir los requerimientos del mineral en
los cerdos; si ademas se pondera la disponibilidad del elemento, es claro el grave
riesgo de que se produzca una deficiencia. Al respecto, la frecuencia de fallas
nutricionales atribuibles a Se son altas, en sementales (Segerson et al. 1981;
Marin-Guzman et al., 1997; Louis et al., 1994) en cerdas ( Piper et al., 1975;
Glienke y Ewan, 1977; Chavez y Patton, 1986; Momcillo et al. 1987; Edwards et al.
1977; Marin-Guzman et al. 1997; -Guzman et al. 2000) y en cerdos en
crecimiento (Van Vleet et al. 1977; Jenkins e Hidiroglou, 1972; Torres-Leén y
Porras, 1996) y se puede asociar frecuentemente a la calidad de la carne (Mahan
et al. 1999; Janz et. al., 2008; Juniper et al. 2008).

La utilizacion de selenito de sodio o de una levadura enriquecida de Se nacieron
de la necesidad de aportar los requerimientos necesarios para el organismo de los
animales (fuentes organica e inorganica), donde animales presentarian una
respuesta a la deficiencia expuesta, ya fuera, mediante cambios productivos o0 a
nivel metabdlico (presencia de la enzima glutation Peroxidasa), esto coincide con
algunas investigaciones donde se sometid0 a los cerdos a alimentos
suplementados con diferentes dosis y fuentes de Se, en los que se encontraron
aumentos en los niveles de glutation peroxidasa a nivel muscular y sérico (Mahan
and Magee, 1991; Suomi y Alaviuhkola, 1992; Mahan and Parret, 1996; Mahan
and Kim, 1996)



Se observo la existencia de efectos en los parametros productivos de las cerdas,
al restringir el Se en el alimento, ya que en el intervalo destete estro (IDE), el 45%
de las cerdas se desfasaron de su grupo de produccion al presentar 10 dias
promedio de intervalo destete-estro (IDE), siendo el 25% de las cerdas, las que
presentaron estro; sin embargo, no quedaron gestantes, esto coincide con las
investigaciones de Glienhe et al y Piper, donde las hembras con dietas deficientes
en Se, presentaron problemas principalmente en sus ciclos reproductivos, lo cual
puede atribuirse a que otra de las funciones biolégicas de la GSH-Px es la de
servir como catalizador de la biosintesis de prostaglandinas (Wichtel, 1998). No
obstante, no hubo diferencia en sus tamanos de camada, ni mortalidad, lo cual
coincide con los datos de Mahan y Peters en el 2004, quienes no encontraron
diferencias en el numero de lechones nacidos por camada, peso al nacimiento o
ganancia de peso al destete, lo cual difiere de lo mencionado por Wahlstrom et al.,
quien menciona que con dietas con dosis de 0.1 ppm se presentd una concepcion
anormal y se incremento la tasa de lechones nacidos muertos, nacidos vivos de

baja condicién corporal o simplemente débiles.

Respecto al retraso del IDE, Mahan en el 2000 reporté que la suplementacion de
Se en la dieta de cerdas con gestacion ya avanzada no afecta su desempeno
reproductivo, como lo vimos en este experimento, sin embargo en hembras que

tienen mas de cuatro partos observé cambios productivos.

De los resultados analizados también se observé una disminucién de los lechones
nacidos muertos y momias en las cerdas cuya alimentacion posterior al
experimento fue adicionada con Se, lo que indica que la utilizacion de las reservas
corporales, no satisface los requerimientos metabdlicos reproductivos de las

cerdas para conservar viabilidad en la cantidad de lechones paridos, lo cual



coincide con los estudios realizados por Mahan y Peters nuevamente (Mahan
2005; Mahan and Peters 2004).

En relacién a la respuesta productiva se manifestaron algunos problemas (Cuadro
6) durante el experimento se observo el 25% de cerdas repetidoras, es decir que
si entraron en celo en el promedio normal de IDE de la granja (7 dias) y que no
quedaron gestantes, el 15% de cerdas que excedieron el IDE y si quedaron
gestantes y el 10% de cerdas que excedieron el IDE y ademas no quedaron

gestantes.



Cuadro 6. Comportamiento productivo de cerdas consumiendo durante la gestacion
dietas deficientes en selenio y su impacto en la siguiente paricion luego de

consumir dietas con Selenio

En experimento® Posterior al experimento®

Observaciones 20 10

No. Parto (Edad) 2.35+1.35 3.23+0.95
GDP al dia 70 de gestacion, kg 0.530 £ 0.375 -

Peso post-destete, kg 172.65 + 24.29 190.97 + 17.83
Pérdida de peso en lactacion, kg 20.79 £ 16.12 7.53 £13.40
CDA en lactacion, kg 4.96 + 0.29 5.78 £ 0.97
Lechones Nacidos Totales 10.4 £ 2.80 10.87 + 3.48
Lechones Nacidos Vivos 9.6 +2.60 9.18 + 3.21
Lechones Destetados 8.2+ 295 7+230
Peso de Camada al Nacimiento, kg 17.4 £ 4,58 13.53 +4.30
Peso de Camada al Destete, kg 42.9 + 15.68 47.91 + 18.46
Intervalo Destete Estro, dias 9.68 £ 10.02 52+042
Intervalo Destete Concepcidn, dias 9.68 £ 10.02 52+042
Cerdas en es(;)tro los primeros 7 dias 55 100
posdestete, %

Cerdas que parieron en el siguiente 55 100

ciclo, %

@ Cerdas que consumieron a partir del dia 70 de gestacion y durante la etapa de lactacion dietas
deficientes en Se

® Impacto en la siguiente paricion de las mismas cerdas luego de consumir dietas con niveles
requeridos de Se (0.3 ppm en gestacion y 0.8 ppm en lactancia)



Aun cuando se cred la deficiencia de Se en las cerdas, no se detectd ningun
problema de prolificidad y disminucion de lechones nacidos totales en ese parto.
Sin embargo, al siguiente parto se detectaron ciertas alteraciones en los
parametros productivos de estas cerdas: el IDE fue mayor, esto probablemente
debido a una detencion en la ovulacion; el tamafio de camada fue menor,
probablemente por un efecto asociado a sobrevivencia embrionaria (Wahlstrom vy
Olson, 1959; Kott et. al., 1983).

En el Cuadro 7 se observan los parametros productivos de los lechones entre los
21 y los 42 dias de vida, donde no se encontraron diferencias entre tratamientos o
interacciones entre el nivel y la fuente de Se (P>0.05), coincidiendo con los
obtenidos por Tian et al. (2006), Mahan et al. (1999) y Groce et al., donde el
crecimiento y desarrollo de los lechones no se ve afectado por la fuente de Se
utilizada, sin embargo se observa diferencia en el peso inicial, esto debido a

errores en la aleatorizacion.



Cuadro 7.

Comportamiento Productivo de Lechones a 21 dias postdestete

Peso inicial, Kg.
Consumo Diario de
Alimento a 21d, Kg.
Ganancia Diaria de Peso
a 21d, Kg.

Eficiencia Alimenticia a

21d, Kg.
Mortalidad a 21d, %

Control 0.18 ppm 0.18 ppm 0.29 ppm 0.29 ppm
Negativo de Na,SeO; Levadura de Na;SeO; Levadura
5.09 5.04 5.15 5.35 5.79
0.378 0.341 0.327 0.349 0.368
0.231 0.204 0.178 0.216 0.210
0.614 0.598 0.528 0.616 0.567
3.88 0.18 3.88 0.18 0.18

EEM

0.159

0.009

0.007

0.014

1.027

No se encontraron diferencias (P>0.05) por tratamiento o sus interacciones



Los resultados de Actividad total de la enzima glutation peroxidasa Act.
mmol/min/ml se muestran en el Cuadro 8, donde se observan las diferencias en

ppm por tratamiento en los diferentes musculos y en el higado.

En cuanto a Ila glutation peroxidasa en los musculos (gran dorsal,
semimembranoso y semitendinoso), se encontré que en el tratamiento a 0.29 ppm
de levadura enriquecida, habia una mayor actividad de la enzima, acercandose a
los niveles normales de cerdos que nunca fueron expuestos a una deficiencia de
Se (0.022 £ 0.028 mmol/min/ml = 0.29 ppm de levadura enriquecida vs. 0.014 +

0.011 mmol/min/ml = niveles de referencia en lechones).

En los tres musculos, se encontré una respuesta lineal, para gran dorsal 0.003 +
0.006x (P>0.05) R?= 0.9231; para semimembranoso 0.009 + 0.0045x + 0.0015x?
(P>0.05) R?= 0.9423; para semitendinoso, 0.0093 + 0.005x (P>0.05) R?>= 0.9868.
En el higado se encontré una respuesta cuadratica — 0.022 + 0.033x — 0.008x?
(P<0.03) R?*= 1; observando los resultados podemos inferir que el gran dorsal y el
semitendinoso al ser musculos glicoliticos, tienen un mayor metabolismo de
Glutatién Peroxidasa, por su rapida fatiga, pues la cantidad de energia producida
proviene de carbohidratos en forma de glucégeno, contando con pocas reservas y

alta produccion de sustancias residuales (radicales libres) (Graziotti et al. 2000).

La mayor actividad del musculo semitendinoso (Graziotti et al., 2007) respecto al
semimembranoso, es debido a que se este ultimo es un musculo oxidativo, es
decir que requiere mayor presencia de oxigeno que de glucosa, al ser de lenta
contraccion, contiene mayor cantidad de mioglobina por lo tanto reserva mayor

cantidad de energia y es resistente a la fatiga.

En el higado la mejor actividad de glutation peroxidasa se obtuvo con la dosis a
0.18 ppm de levadura (0.012 mmol/min/ml = 0.18 ppm Levadura vs.0.004

mmol/min/ml =niveles de referencia), sin embargo la actividad es menor que en los



demas tejidos debido a que es el 6rgano encargado de transportar el Se al resto
del organismo (Hill et al. 2003; Schomburg et al., 2003; Schweizer et al., 2005);
Mahan y Parret (1996) coinciden con esta deduccion ya que mencionan que el
primer sitio a donde se transporta el Se es el higado, por lo cual, es el encargado
de la rapida distribucion a otros tejidos, disminuyendo el lapso de permanencia del
mineral en este 6rgano, por lo que se encuentra una menor actividad de glutation

peroxidasa en este sitio.

Los resultados respecto a Actividad total de la enzima glutation peroxidasa (Act.
mmol/min/ml) coinciden con lo descrito por Yoon y McMillan (2006) quienes
mencionan que al afadir a la dieta levadura enriquecida, la concentracién de Se
aumenta comparada con la dieta donde a los animales se les suplementd Se con
selenito de sodio en la dieta para cubrir su requerimiento. Este efecto puede
explicarse, debido a que la levadura eriquecida con Se, contiene en un 94%
aproximadamente seleno-aminoacidos analogos, en su mayoria seleno-metionina
(Kelly y Power 1995), la cual ha sido reportada con un 78% de disponibilidad
comparada con el selenito de sodio, al ser absorbida por un sistema de transporte
activo (McConnell y Cho, 1965; Gabrielsen y Opstvedt, 1980) y aumentar su

capacidad de retencion en los tejidos (Djuie et al. 1995).



Cuadro 8. Actividad Total de la Enzima Glutation Peroxidasa Actividad mmol/min/ml

Tratamiento por nivel y fuente de selenio, ppm (medias * o)

Teiid Control 0.18 ppm 0.18 ppm 0.29 ppm 0.29 ppm
ejido
) Negativo Na,;SeO; Levadura Na;SeO; Levadura
Musculo

0.010 £ 0.007 0.011 +0.008 0.013+0.007 0.016+0.010 0.022 +0.028
Gran Dorsal
Musculo

0.014 £ 0.009 0.016 +£0.010 0.017 £0.007 0.021 £0.007 0.023 +0.031
Semimembranoso
Musculo

0.014 £+ 0.013 0.020 +0.017 0.020 £ 0.016 0.023+0.029 0.024 +0.012
Semitendinoso
Higado? 0.003 +£0.003 0.003 +0.002 0.012+0.026 0.003 +0.001 0.004 +0.003

? Efecto cuadratico por nivel de Se P<0.03



En el Cuadro 9 se muestra la concentracion de Se (ng Se/g MS) en los tejidos.
Utilizando levadura enriquecida o selenito de sodio observamos que se superan
los niveles del control negativo, asumiendo que cualquiera de las dos fuentes
resolveria una deficiencia en el requerimiento del mineral, siendo mayor con
levadura enriquecida, en el caso del musculo gran dorsal, semimembranoso e
higado; sin embargo para semitendinoso la concentracion es menor con la
levadura a 0.29 ppm, esto probablemente por el tipo de musculo y la alta actividad
que resultd en el anadlisis de la enzima glutation peroxidasa 0.024 + 0.012

mmol/min/ml, comparado con los demas tejidos.

En el trabajo de Tian (2006), el tejido muscular tiende a retener mayor cantidad de
Se, por presentarse en mayor cantidad en el animal, Kim y Mahan (2001),
realizaron un experimento con cerdos en crecimiento, donde no hallaron
diferencias productivas, sin embargo, la mayor retencién del Se, se dio con

levadura enriquecida.



Cuadro 9. Concentracion de Selenio (ng Se/g MS)

Medias * o* para Interaccion TRT*TEJIDO

0.18 0.29
§ Control 0.18 ppm 0.29 ppm
Tejido® ppm ppm
Negativo Levadura Levadura
Na;SeO3 Na,SeO;
Musculo 4256+ 6186+ 4562 + 5141+ 567.7+
Gran Dorsal 33.51 133.02  83.34 169.51  208.62
Musculo 4712+ 6937+ 5440+ 6710+ 5701+
Semimembranoso 154.27 99.70 193.50 127.24 224 .39
Masculo 580.7+ 5619+ 6667+ 5902+ 377.9+
Semitendinoso  86.67  157.57  242.47  251.35  193.98
Higado® 3734+ 5138+ 5516+ 6052+ 6227+
151.97 2562 24657  169.63  235.49

o = Desviacién estandar de la media

2 Error estandar de la media (EEM)= 14.

® Efecto lineal por nivel de Se P<0.06



CONCLUSIONES

La diferencia entre el uso de levadura enriquecida y selenito de sodio a
diferentes dosis en lechones destetados es minima, si bien la levadura puede
ayudar a disminuir la oxidacién logrando una mayor retencién en tejidos
comparado con selenito de sodio, este ultimo, también resuelve las deficiencia
de los requerimientos del mineral en la alimentacion de los cerdos, lo cual se
comprob6 al comparar la actividad de glutatibn peroxidasa y la concentracion

de selenio de lechones alimentados con diferentes fuentes y dosis de Se.

Con respecto a los parametros productivos de las cerdas es importante
mencionar que al no suplementar Se en la dieta a partir del dia 70 de gestacion
y durante la lactacion, se vieron alterados, encontrando diferencias importantes
en el intervalo destete estro, nimero de lechones nacidos totales y peso de la

camada al destete.



Anexo 1. Niveles de referencia de cerdos no expuestos a deficiencia de

Selenio

Absorciéon Atdmica

Actividad de enzima

Tejido Glutation Peroxidasa
(ng Se /g MS) _
(mmol/min/ml)
Musculo
592.53 + 27.23 0.014 £ 0.011

Gran Dorsal
Musculo

) 817.80 + 155.34 0.029 £ 0.016
Semimembranoso
Musculo

) _ 700.13 +£99.29 0.019 £ 0.013
Semitendinoso
Higado 423.53 +207.44 0.004 + 0.003
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