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Resumen:

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de Se administrado a través de bolos
intrarruminales en cabritos y correlacionarlo con los niveles del mineral y los biomarcadores
de estrés oxidativo en sangre. Se utilizaron 15 cabritos de 8 a 9 semanas de edad de la raza
Alpina con un peso promedio de 13.7 kg y se dividieron en tres grupos: grupo Selenio (se
administro un bolo de selenito de sodio por via oral, con un contenido equivalente a 90 mg
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de Se); grupo Se-SMZ (se administro un bolo de selenito de sodio via oral, con un contenido
equivalente a 90 mg de Se y 4 g de sulfametazina a); grupo Placebo (se administrd un bolo
placebo via oral). Los niveles plasmaticos de Se se llevaron a cabo mediante la técnica de
espectrofotometria de absorcion atomica. La concentracion de TBARS y GSH se estimo
mediante espectrofotometria. La significancia establecida fue de P<0.05. Después de la
administracion de los bolos de selenio y Se-SMZ, los cabritos aumentaron los niveles de Se
en plasma a partir de las 3 h después de la dosificacion, con una diferencia significativa
(P<0.05) entre el Se vs Se-SMZ hasta las 3y 24 h. Los grupos de animales a los que se les
administro el bolo presentaron variabilidad en los niveles plasmaticos de TBARS sin mostrar
una tendencia constante (P>0.05). Los niveles de GSH no mostraron diferencias
significativas entre los grupos. En conclusién, los bolos con Selenio y Se-SMZ aumentaron
los niveles plasmaticos de Se. Hubo una amplia variabilidad en los niveles plasméticos de
TBARS y los niveles de GSH no mostraron diferencias significativas relevantes entre los
tratamientos. Los bolos fueron una buena alternativa para suplementar el Se a los rumiantes.
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Introduccion

La deficiencia de selenio (Se) en rumiantes es un problema comun en varias zonas de
pastoreo en todo el mundo. El contenido de Se varia segun el tipo de suelo. En consecuencia,
los forrajes podrian tener bajas cantidades de este mineral®. La deficiencia de Se causa
enfermedades como la distrofia muscular nutricional , anemia, mastitis, retencion placentaria
e infertilidad®®. La distrofia muscular nutricional ha sido reportada como una de las
principales causas de muerte en cabritos de 28 a 90 dias de edad en el altiplano mexicano®.
La suplementacion con Se previene los trastornos carenciales en los animales®. El selenio
puede ser administrado con compuestos inorganicos como el selenito (Naz2SeOs) y el selenato
de sodio (Na2SeOs) o formas orgénicas como la selenometionina (CsH11NO2Se) y la
selenocisteina (CaH7NO2Se), ampliamente disponibles en cultivos de levadura®. EI NRC®
recomienda la cantidad de 0.2 mg de Se por kilo de materia seca en pequefios rumiantes. Sin
embargo, las necesidades de los animales pueden ser satisfechas a través de soluciones
inyectables o formas de liberacion prolongada, como bolos intrarruminales®1?). Los bolos
intrarruminales tienen la ventaja de liberar continuamente la dosis requerida de Se durante
largos periodos; se administran por via oral, permaneciendo en el reticulo-rumen cuando el
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tamario y la densidad son adecuados®'4. La dosificacion adecuada de Se se refleja en el
organismo con el aumento de los niveles de Se en sangre®®),

Las deficiencias de selenio pueden provocar un aumento de los radicales libres, generando
un desequilibrio conocido como estrés oxidativo (EO). La formacion excesiva de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y la inhibicidn del sistema antioxidante causan dafio a moléculas
como fosfolipidos, proteinas y ADN®®, Los antioxidantes previenen la formacion de ERO,
interceptando la formacion de especies reactivas, eliminando las moléculas dafiadas por la
apoptosis, capturando metabolitos reactivos y convirtiéndolos en productos menos toxicos o
no toxicos”'®. Las ERO pueden causar lipoperoxidacion, mutaciones en el ADN e
inactivacidn de proteinas, causando trastornos en el metabolismo celular y contribuyendo a
la aparicion de enfermedades en los animales*?. La lipoperoxidacion dafia las membranas,
receptores y enzimas celulares, aumentando la permeabilidad y causando la muerte celular.
Los productos de lipoperoxidacion, como los aldehidos insaturados, inactivan las proteinas,
dando lugar a aductos de ADN y mutagénesis®@2Y,

Existen diferentes formas contra las ERO, como los eliminadores de oxidantes de bajo peso
molecular (&cido ascérbico, tocoferoles, uratos, tioles), enzimas como la superoxido
dismutasa (SOD), la glutatién peroxidasa (GSH-PXx), la catalasa (CAT), las piridoxinas, las
reductasas de sulfoxido de metionina (MetSO), las disulfuro reductasas, las sulfiredoxinas,
los proteasomas, los lisosomas, las enzimas reparadoras del ADN, las fosfolipasas y, por
Gltimo, las defensas no enzimaticas como el glutation reducido (GSH)®@??. Las
selenoproteinas se distribuyen en el organismo, catalizando reacciones de oxidacion-
reduccion® y protegiendo contra el dafio oxidativo. El estrés oxidativo en el organismo
puede medirse en la sangre a través de la concentracion y actividad de antioxidantes que
circulan en ese tejido®??4, o con la medicion de los productos formados por la oxidacion de
moléculas, por ejemplo, aldehidos como las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
(TBARS, por sus siglas en inglés)?.

Los biomarcadores de estrés oxidativo indican el equilibrio oxidativo en el cuerpo®. La
deficiencia o administracion de Se a los animales modifica la concentracion de
biomarcadores como GSH y TBARS®®. Cuando los niveles de Se son bajos y los niveles de
estrés oxidativo aumentan, los niveles de GSH aumentan para prevenir la lipoperoxidacién
celular®®2), Por Gltimo, los animales viejos aumentan sus niveles de GSH eritrocitario para
controlar el EO como resultado de la edad, a diferencia de los animales jovenes@®). Por otro
lado, se ha observado que cuando hay un aumento en las concentraciones de aldehido, se
debe a la disminucion de la actividad antioxidante®®. Kohen et al®® observaron una
correlacion positiva entre el aumento de TBARS, la lipoperoxidacion y el dafio celular en el
organismo. Elsheikh et al®® suplementaron Se en cabras, midieron concentraciones de
TBARS como el malondialdehido (MDA) y observaron que la suplementacion reduce los
niveles de este aldehido, mejorando la actividad de los antioxidantes. Esta revision planted
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la hipotesis de que puede existir una asociacion entre los niveles de biomarcadores de estrés
oxidativo en la sangre de cabras con y sin suplemento de Se. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de Se administrado a través de bolos intrarruminales en cabras y
correlacionarlo con los niveles del mineral y biomarcadores de estrés oxidativo en sangre.

Material y métodos

Preparacion de bolos intrarruminales

La elaboracion de los bolos de Se y placebo se realizé mediante granulacion por fusion®4,
Se utilizé selenito de sodio como fuente de selenio, y sulfametazina de sodio como fuente de
sulfametazina, un excipiente lipidico para controlar la liberacion de los principios activos y
un excipiente densificador para lograr una densidad adecuada. Bolos de selenito de sodio de
12 g de peso, 1.4 cm de ancho, 5 cm de largo y 0.95 de espesor; bolos de Se-SMZ de 20 g de
peso, 2.1 cm de ancho, 5.2 cm de largo y 1.3 de espesor y bolos placebo de 12 g de peso, 1.3
cm de ancho, 4.5 cm de largo y 1.2 de espesor.

Animales y tratamientos

Se utilizaron 15 cabritos de 8 a 9 semanas de edad del modulo de produccion caprina de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FESC) de raza Alpina con un peso promedio de
13.7 kg. Los cabritos fueron aislados para su adaptacion en los corrales de la unidad de
experimentacion de la FESC; después de un mes de adaptacion, los cabritos se dividieron
aleatoriamente en tres grupos: grupo Selenio (n= 5), se administré un bolo de selenito de
sodio por animal via oral, con un contenido equivalente a 90 mg de Se; grupo Se-SMZ (n=
5), se administrd un bolo con selenito de sodio y sulfametazina de sodio por animal, con un
contenido equivalente a 90 mg de Se y 4 g de sulfametazina; grupo Placebo (n=5), el bolo
placebo se administr6 via oral por animal, sin ningan principio activo. El experimento se
llevé a cabo con la aprobacion del Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacion CICUAE FESC C11_02.

Muestreo

Las muestras de sangre se recolectaron mediante puncion de la vena yugular con agujas
estériles BD Vacutainer® de 20G- X 38 mm vy tubos de vacio de 6 ml con Heparina BD
Vacutainer®; las muestras se recolectaron el dia-0 (antes de la administracién del bolo), a las
1,3,5y24h,losdias 2, 4, 8,11, 18, 25y 32 después de la dosificacion del bolo. Las muestras
tomadas se almacenaron a 4 °C; una vez en el laboratorio, las muestras se centrifugaron a
2,500 rpm durante 15 min. El plasma obtenido se separ6 en microtubos y se almaceno a -20
°C hasta su analisis.
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Cuantificacion de Se en plasma

Para la cuantificacién de Se en plasma, se pesaron 0.5 g de cada muestra en un vaso de
precipitado de teflon para microondas; se realiz6 una digestion acida: 5 ml de agua Milli Q,
2.5 ml de &cido nitrico (55 %) y .01 ml de H202 al 30 %, se dejé durante 30 min a temperatura
ambiente y la digestion se realiz6 en un horno de microondas MARS-digestion EMC. Las
muestras digeridas se transfirieron a matraces de 25 ml y se llevaron a su capacidad con HCI
7M. Las muestras se evaluaron en un espectrofotdmetro de absorcion atbmica generador de
hidruros Varian® y se compararon con la curva de referencia.

Cuantificacion de TBARS

Se tomaron cien (100) ul de plasma, se adicionaron 100 ul de &cido perclérico al 2.5 % y se
dejo a temperatura ambiente durante 10 min; se centrifugaron durante 15 min a 1,200 rpm a
4 °C, se mezclaron 100 pl del sobrenadante con 100 pl de acido tiobarbitarico al 0.67 %; se
incubaron a 90 °C durante 30 min. Las muestras se leyeron en un espectrofotometro
UVvisCary100 Varian® a una longitud de onda de 532 nm.

Cuantificacién de glutation reducido GSH en eritrocitos

Se implement6 una metodologia para evaluar el contenido de GSH utilizando el reactivo de
Ellman®. De cada muestra se tomo una alicuota de 400 pL, se les afiadieron 400 pl de &cido
sulfosalicilico al 5 %, se dejaron a temperatura ambiente durante 30 min a 4 °C, se
centrifugaron a 13,500 rpm a 4 °C durante 15 min. Se tomo una alicuota de 200 pl de cada
uno de los sobrenadantes y se coloco en una microplaca Costar® de media fijacion de
poliestireno, se agregaron 100 pl de la mezcla de reaccion (0.52 mM DTNB y 0.15 mM
EDTA) Yy se dejaron a temperatura ambiente durante 5 min. Se utilizé el lector de microplacas
(96 pocillos) de mrcScientific Instruments® para leer las muestras a 405 nm.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron como un disefio completamente al azar con un arreglo factorial de
3 x 12, utilizando un analisis de medidas repetidas en el tiempo. Las variables independientes
fueron el tratamiento y el momento de muestreo, y las variables dependientes fueron la
concentracion de selenio en sangre, los niveles de TBARS y los niveles de GSH. El analisis
de los resultados se realiz6 con el software estadistico Statgraphics Centurion XV, version
15.2.05. Se considero significancia estadistica de P<0.05 para todas las comparaciones. Se
utilizo el siguiente modelo:

Yik = + Ti + Sj + (T x S)jj + &ijk.
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Donde:

Yijk= variable de respuesta,

4= media general,

Ti= efecto del tratamiento (tratamiento con bolos intrarruminales),
Sj= efecto del momento de muestreo,

(Tx S);j= efecto de la interaccion T x S en los niveles i, j,

&ij= error aleatorio.

Resultados

En el estudio, la medicion a las 0 horas incluye el promedio de todos los animales. Después
de administrar los bolos de Selenio y Se-SMZ por via oral a los cabritos, los niveles
hematicos de Se aumentaron a partir de 3 h después de la dosificacion. Esto provocéd una
diferencia significativa (P<0.05) entre el grupo Selenio y el grupo Se-SMZ hasta las 3 y 24
h. El grupo Placebo tuvo una media de 0.18 pg de Se en plasma antes de las 24 h. Después
de este tiempo, los niveles de Se disminuyeron hasta los 32 dias (Figura 1).

Todos los grupos presentaron variabilidad en los niveles plasmaticos de TBARS sin mostrar
una tendencia constante entre los grupos. Principalmente, el grupo Placebo tuvo un menor
contenido de TBARS plasmatico una hora después de la dosificacién. Sin embargo, a las 24
h después de la dosificacion, el rango de TBARS plasmatico aument6 en comparacién con
el grupo Selenio y Se-SMZ (P<0.05). El grupo Se-SMZ tuvo el nivel mas alto de TBARS a
los 2, 4, 8 y 11 dias frente a los grupos Selenio y Placebo, luego todos los grupos
disminuyeron los niveles plasmaticos de TBARS hasta 32 dias sin diferencia significativa
(P>0.05) (Figura 2).

Los niveles de GSH no mostraron diferencias significativas relevantes entre los grupos. El
grupo Placebo tuvo el contenido de GSH més bajo (6.92 nmol) y mas alto (18.97 nmol) a los
2 dias y 1 h, respectivamente. EI grupo Selenio tuvo un rango de 9.57 nmol (25 dias) y 16.96
nmol (4 dias). El grupo Se-SMZ tuvo un rango de 12.42 nmol (1 h) y 17.57 (9 h) (Figura 3).

Discusiéon

Los bolos que contenian Se y Se-SMZ aumentaron los niveles de Se en el plasma sanguineo
hasta 24 h, seguidos de una disminucion gradual durante los siguientes 32 dias, sin que se
observaran diferencias significativas entre los tres grupos de estudio (P>0.05). El grupo
Placebo tuvo niveles inferiores a 0.1 ng/g de Se en plasma a los 4, 11 y 25 dias. Algunos
autores sugieren que el nivel adecuado de Se en la sangre de cabra es de 0.11-0.12 ng/g®334),
No obstante, Field Pavlata et al®® reportaron niveles de 0.07-0.01 ng/g sin observar signos
de deficiencia. Los niveles de Se de 0.02-0.03 ppm se consideran inadecuados, ya que causan
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distrofia muscular nutricional®. Los animales de este estudio no mostraron signos de
deficiencia de Se durante el examen clinico. Después de tomar suplementos de Se, no se
observaron signos de toxicidad en los cabritos. Los valores de Se plasmatico son inferiores a
los de los eritrocitos, pero muestran mayor variabilidad a lo largo del tiempo debido a la
distribucion tisular inmediata®®, De acuerdo con el estudio de Field Stefanowicz et al®”,
la cantidad de selenio en el plasma se utiliza cominmente como un indicador fiable de sus
niveles en el organismo. Aunque también se mide el contenido de selenio en toda la sangre,
hay que tener en cuenta que el riesgo de hemolisis puede dar lugar a lecturas falsas en el
plasma. Esto se debe a que el selenio estd presente en los glébulos rojos. Por lo tanto, es
importante tener precaucion al recolectar muestras de animales®®. Por otro lado, los bolos
son una alternativa para suplementar el Se a rumiantes. En este estudio, el bolo permanecio
activo en los cabritos hasta 32 dias, alcanzando niveles maximos de 0.8 ng/g de Se en plasma.
Otros estudios en ovinos indican que los bolos con Se mantuvieron una liberacion activa
hasta 3 meses con niveles hematicos de Se de 148 y 350 ng/g de Se, respectivamente®49),
La diferencia quizas se debio a los tipos de materiales que se utilizaron en la elaboracion de
los bolos intrarruminales, ya que la densidad de los bolos influye en la permanencia del bolo
en el reticulo-rumen evitando la regurgitacion. Existe poca informacion asociada con la
liberacion de Se, el espesor y los tipos de materiales utilizados para disefiar los bolos.

La concentracion de TBARS es un método utilizado para estimar el estrés oxidativo. En este
estudio, hubo una amplia variabilidad en los niveles plasmaticos de TBARS sin mostrar una
tendencia entre tratamientos. Todos los grupos disminuyeron los niveles de TBARS hasta los
32 dias sin diferencia significativa (P>0.05). Elsheikh et al®™ suplementaron Se en cabras y
midieron biomarcadores de estrés oxidativo. Observaron que la concentracion de TBARS se
redujo y la actividad antioxidante mejor6 en los animales. Por otro lado, Chung et al®
suplementaron Se en cabras, sefialando la ausencia de diferencias significativas en las
concentraciones de TBARS en intestino, suero, higado y mausculo, entre los grupos
suplementados y control, datos similares al presente estudio. Varios factores pueden
aumentar la lipoperoxidacion en cabras, como el periparto, la lactancia, la dieta, la
suplementacion con antioxidantes®34, La presencia de patologias, la exposicion a toxinas o
la administracion de medicamentos aumentan los niveles de TBARS en el organismo del
animal®?, Es fundamental mencionar que las especies reactivas de oxigeno se forman en un
estado fisiolégico normal, consecuencia del proceso metabolico®*3°4®  donde las
variaciones dependen del metabolismo de cada organismo, un aumento significativo de
TBARS se asocia a una deficiencia en el sistema antioxidante. Shi et al®* reportan una mayor
concentracion de TBARS en animales deficientes en selenio que en animales suplementados
con diferentes fuentes de Se. En este estudio, las unidades experimentales no presentaron
patologias asociadas al estrés, y no se observd un efecto aparente en los animales
suplementados con Se y las concentraciones de TBARS.
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Los niveles de GSH tampoco mostraron diferencias significativas relevantes entre los
tratamientos. Celi®® menciona que, en la deficiencia de Se la sintesis de GSH aumenta, un
proceso fisioldgico donde se incrementa el requerimiento de cisteina hasta que se agota, una
vez agotada, el GSH disminuye.

La disminucion del GSH en sangre se ha reportado en enfermedades®®, La reduccion de
los niveles de GSH en la sangre también se asocia con el aumento de la actividad y la
utilizacion de GSH-Px en la reaccion catalizada por GST®®). Gresakova et al®”
suplementaron Se en pequefios rumiantes con antecedentes de deficiencia, observandose una
correlacion entre la concentracion de Se y la actividad de GSH-Px; la disminucién de la
actividad de esta enzima puede conducir a estrés oxidativo. La falta de variacion en la
estimacion de GSH, tal vez debido a un aumento en los niveles de estrés oxidativo, debido a
los bajos niveles de Se en plasma, que desencadena una peroxidacion celular mas
significativa, tiende a aumentar los niveles de GSH®“®. Por ejemplo, en animales viejos y
deficientes en Se, el GSH eritrocitario aumenta®®.

Conclusiones e implicaciones

Los bolos de selenio y Se-SMZ aumentaron los niveles plasmaticos de Se. Hubo una amplia
variabilidad en los niveles plasmaticos de TBARS, sin mostrar tendencia entre tratamientos.
No hubo patologias asociadas al estrés y no se observo un efecto aparente sobre las
concentraciones suplementadas de Se y TBARS. Los niveles de GSH tampoco mostraron
diferencias significativas relevantes entre los tratamientos. Los bolos durante nueve semanas
fueron una excelente alternativa para aumentar el Se a rumiantes.
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Figura 1: Concentraciones de selenio en plasma durante 1 a 24 horas (barras a la izquierda) y de 2 a 32 dias (barras a la derecha)
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Figura 2: Niveles plasmaticos de TBARS durante 1 a 24 horas (barras a la izquierda) y 2 a 32 dias (barras a la derecha)
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Figura 3: Estimaciones de GSH reducido en plasma durante 1 a 24 horas (barras a la izquierda) y 2 a 32 dias (barras a la derecha)
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