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FUNCION FISIOLOGICA DEL SELENIO SUPLEMENTADO CON SELENITO
DE SODIO Y SELENOMETIONINA EN CORDEROS

Rosy Gabriela Cruz Monterrosa, M.C.

Colegio de Postgraduados

El Objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del suplemento de selenio (Se)
sobre la funcién digestiva de corderos. Veinte corderos fueron utilizados en este
experimento, y todos ellos fueron incluidos en el tratamiento uno: 1) Sin
suplemento de Se 0.1 ppmSe, Después de finalizar este, todos los corderos fueron
divididos en los siguientes 2 tratamientos T2) Con suplementacién de Na;SOs;:
dieta con 0.3ppmSe y 3) Con suplementacién de selenometionina, dieta con 0.3
ppmSe. Antes de iniciar el experimento, los 20 corderos con un peso de 30 kg y
una edad de 6 meses fueron canulados en el rumen y duodeno. Los animales
fueron mantenidos en jaulas metabdlicas; el consume del alimento fue realizado
por dos veces al dia, ajustando este para que no existieran rechazos. Los
tratamientos fueron distribuidos en 3 grupos con una adaptacion de 10 dias y 5
dias de muestreo por periodo, las comparaciones entre los promedios fue
realizado con la prueba de diferencia minima significativa. Las muestras de liquido
ruminal fueron usadas para determinar el pH, Se en bacteria, poblacién de
bacterias y protozoarios, concentracion de AGV y concentracién de Se. Las
muestras de liquido duodenal y fecal fueron usadas para determinar la
digestibilidad pre-gastrica, post-gastrica y total, con la inclusién de 0.4% de 6xido
cromico como marcador de la digesta. Los resultados de las pruebas demostraron
el efecto de Se de la dieta sobre la tasa de pasaje en el intestino delgado. El
suplemento de Se en la dieta con selenito de sodio y selenometionina mejoro la
tasa de pasaje del selenio al intestino delgado. La eficiencia microbiana ruminal (g
NM/kg MO verdadera fermentada) tendié a incrementar con la suplementacién de

Se. No hubo diferencias en la solubilidad de Se, proporcion molar de acético,
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propionico y butirico. La concentracién de bacterias en el liquido ruminal
incrementd con ambas fuentes de suplementos de Se. En conclusiéon, no hubo
diferencias en la absorcion y digestibilidad con selenito de sodio o selenometionina

incluida en la dieta de corderos.

PHYSIOLOGICAL FUNCTION OF SELENIUM SUPPLEMENTED WITH
SODIUM SELENITE AND SELENOMETIONIN IN LAMBS

Rosy Gabriela Cruz Monterrosa, M.C.
Colegio de Postgraduados

The objective of this work was to evaluate the effect of selenium (Se) supplement
on the digestive function of lambs. Twenty lambs were used in this experiment and
all they were included in treatment one: 1) Without supplement of Se :0.1 ppmSe,
After finished this one, all lambs were divided in following 2 treatments: T2) With
suplementation of Na,SOs: diet with 0.3ppm and 3) With suplementation of
selenometionin, diet with 0.3 ppm. Before to beginning this experiment, twenty
lambs with to weight of 30 kg and an age of 6 months were cannulated in rumen
and duodenum. The animals were housed in metabolic cages; the consumption of
the food was carried out twice a day, adjusting it so that there were not rejections.
The treatments were distributed in 3 groups with an adaptation of 10 days and 5

days of sampling per period; the comparisons among the averages of the effects



were carried out with SMD. The samples of the ruminal liquid were used to
determine the pH, Se bacteria, bacteria and protozoa population, the concentration
of VFA and the concentration of Se. The samplings of duodenal and fecal liquid
were used to determine the digestibility pre-gastric, post-gastric and total, with the
inclusion of 0.4 % chromic oxide as a digesta marker. The results of the tests
showed Se effect of the diet on the passage rate in the small intestine. The Se
supplement in the diet with sodium selenite and selenometionin improved the
passage of Se to the small intestine. The efficiency microbial ruminal (g NM/kg MO
truly fermented) tend to increase with the suplementation of Se. There were not
differences on the solubility of the Se, proportion molar of acetic, propionic and
butyric acid. Bacteria concentration in ruminal fluid increased with both sources of
Se supplement. In conclusion, there were not differences in absorption and

digestibility with sodium selenite or selenometionin including in the diet of lambs.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos anos el interés por el estudio de los microelementos y en
particular por el selenio (Se) ha ido en aumento, debido a su gran importancia en
la nutricion animal. En la produccion ovina la deficiencia de este mineral causa
problemas graves especialmente en el desarrollo de los corderos y en la etapa de
gestacion de las ovejas (Abd ElI Ghany-hefnawy et al., 2007). Entre las formas
mediante las cuales se puede suplementar selenio para corregir la deficiencia son
a través de sales minerales en el alimento, aplicacién de inyecciones subcutaneas,
dosificacion oral de selenio sddico y aplicacion de bolos o comprimidos ruminales.
Estas practicas suplementarias se realizan principalmente desde el altiplano del
pais hasta la peninsula de Yucatan, por ser regiones con mayor incidencia en la
deficiencia de selenio. La deficiencia de selenio es causa comun de distrofia
muscular en pequefos rumiantes (Ramirez et al., 2001), perdida de la actividad de
la selonoproteina glutation peroxidasa (Yeh et al, 1997) y supresién de la
inmunidad (Beckett and Arthur, 2004)

La fuente de Se cominmente usada en la alimentacién de rumiantes es el

selenito sodico (NaZSeos), pero su uso esta limitado por el riesgo de toxicidad

durante su manipulacion. Otras fuentes de Se son las de tipo organico (metionato
de Se y levaduras enriquecidas con Se) (Flores et al., 2007). El Se es uno de los
minerales mas téxicos para todos los animales, tiene un rango de tolerancia muy
reducido entre su requerimiento y toxicidad. Generalmente en la dieta el
requerimiento minimo y nivel maximo tolerable fluctua entre 0.05 y 5 ppm (NRC,
2007). Por tal motivo es importante contar con suplementos de selenio que
proporcionen un alto grado de seguridad, proporcionando dosis adecuadas de Se,
evitando su deficiencia, pero sin descuidar el riesgo de generar toxicidad. Las

formas de selenio que se utilizan para suplementar son:

Se organico, que predominantemente se encuentra en forma de
selenometionina en los alimentos, mientras que, y el selenito de sodio (forma

inorganica) mas usada como suplemento; sin embargo, como no se encuentra

11



naturalmente, se cree que es menos disponible y efectivo en los procesos de
absorcion (Surai, 2002). Aunque otras investigaciones han demostrado una alta
disponibilidad y absorcion a nivel del tracto digestivo del selenito de sodio en
corderos (Cruz, 2005). Por tales razones esta investigacién pretende comparar la
forma organica e inorganica de suplementos de selenio en los procesos de

digestibilidad, absorcidén y concentraciones en tejidos.

12



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Historia y caracteristicas quimicas del selenio

El Se fue descubierto como elemento quimico a principios del siglo XIX por
Jons Jacob Berzelius (NRC, 1983), éste investigador identifico al Se durante la
oxidacion del diéxido de azufre en la produccion de acido sulfurico y nombré al
selenio como Selene, que quiere decir “diosa griega de la luna”. El Se es un
componente esencial en el organismo y cumple diversas funciones, pero antes de
1957 solo se conocia por sus propiedades toxicas. Varios autores lo identificaron
como el responsable de intoxicaciones agudas o cronicas mortales para los
animales que pastaban en zonas con concentraciones particularmente elevadas
de selenio en los forrajes. El interés de la esencialidad del selenio comenz6 con
Schwarz y Foltz (1958) quienes divulgaron que el selenio es el ingrediente activo
en “el factor 3”, el cual asociado a la vitamina E y a los aminoacidos azufrados,
era capaz de prevenir la degeneracion necrética del higado de rata y cerdo.
Posteriormente se determino que previene la enfermedad del musculo blanco en
terneros y corderos. En 1974, se aprob6 en EUA la suplementacion de selenio en
dietas a 0.1 ppm en cerdo y pollos en crecimiento. En el mismo afio se aprobd la
suplementacién en dietas para pavo en 0.2 ppm (FDA, 1974). Posteriormente en
1987 se aprobd la suplementacion de selenio en dietas en pollos, pavos, patos,

cerdo, oveja y bovinos a una concentracion de 0.3 ppm (FDA 1987).

En 1973 Rotruck en la Universidad de Wisconsin en Tubingen demuestran
la presencia de selenio en el centro activo de la enzima glutation peroxidasa de los
mamiferos, esta enzima participa en el metabolismo del perdéxido de hidrogeno y
de peroxidos lipidicos. El papel bioquimico esencial del selenio se debe a que
forma parte de la enzima glutation- peroxidasa (Mahan, Cline, and Richert. 1999).
Parece que el metabolismo especifico del Se se centra alrededor de su

incorporacion como selenocisteina en selenoproteina (Burk, 1991)
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El selenio tiene el numero atébmico 34 y un peso molecular de 78.96. Esta
localizado en el grupo del oxigeno en la tabla periédica de los elementos, entre el
azufre (no metal) y el telurio (metal). Se clasifica en el grupo VIA de la tabla
periddica de los elementos. Tiene tanto propiedades metalicas como no metalicas
y es considerado un metaloide. Se localiza entre los metales telurio y polonio y
entre los no metales oxigeno y azufre por grupo y entre los no metales arsénico y
bromo por periodo. Puede existir en los estados de oxidacion 27, 0, 4" y 6. La
concentracion y asociacion del Se en un ambiente determinado depende del pH y
el potencial de oxido-reducciéon, la solubilidad de sus sales, interacciones

bioldgicas y reacciones cinéticas (Shamberguer, 1981).

Se han identificado seis isotopos estables de selenio presentes en la
naturaleza y al menos pueden ser producidos siete is6topos inestables. Los
isotopos ° Se, "™ Se y 8! Se, pueden ser utilizados para cuantificar selenio (NRC,
1983). Seguin Shamberguer (1981), el selenio puede existir como selenuros (Se?),
selenio elemental (Se°), selenito (Se0s%) y selenato (Se04*). Cada estado de
oxidacion muestra un comportamiento quimico diferente. Los selenuros y el
selenio elemental se presentan en ambientes &cidos, reductores vy ricos
organicamente. Los selenuros metalicos y el selenio elemental son insolubles y
por lo tanto no son biolégicamente disponibles. Para las condiciones redox y de
pH de la mayoria de los suelos y ambientes acuaticos, los selenitos y selenatos
deben ser las formas dominantes de selenio. El selenato es biolégicamente

disponible debido a la solubilidad de sus sales y su pobre adsorcion por particulas.

2.2 Funciones fisioldégicas y metabdlicas del selenio

El selenio se encuentra en aminoacidos azufrados; en la porciéon hemo del
citocromo C y en algunos acidos aminocil nucleicos (t=RNA) los que parecen
participar en procesos oxidativos (O'Dea y Agar, 1990). La glutation peroxidasa

que se localiza en los eritrocitos es dependiente de selenio e interviene en
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reacciones celulares de oxidacion y reduccidn, catalizando reacciones que ayudan
a destruir el peroxido de hidrogeno e hidroperdxidos de acidos grasos, resultantes
del metabolismo de acidos grasos polinsaturados (Miyazaqui, 1991). Hasta hoy en
dia se han clasificado por lo menos 17 selenoproteinas; entre estas a la glutation
peroxidasa (GSH-Px). Estudios posteriores realizados por Sunde y Hoekstra han
demostrado que la estructura de la enzima celular esta conformada por cuatro
subunidades de 22,000 daltons cada una, donde cada subunidad contiene un
residuo de selenio (Se) en forma de selenocisteina (Burk y Hill, 1993). La glutatién
peroxidasa clasica o celular ( ¢ GSH-Px) fue la primera en ser descubierta, esta es
la enzima que de manera general se refieren la mayor parte de las publicaciones,
esta practicamente en todas las células, puede reducir el peréxido de hidrogeno e
hidroperoxidos organicos libres y convertirlos en agua y alcoholes. La glutatidon
peroxidasa extracelular o plasmatica (e GSH-Px) es una glicoproteina purificada,
caracterizada a partir de plasma humano que se sintetiza en las células tubulares
proximales del rifidn. La glutation peroxidasa gastrointestinal (GI GSH-Px)
representa la principal peroxidasa dependiente de glutation en el tracto
gastrointestinal, es importante en la reduccion de hidroperéxidos de colesterol y en
la proteccion contra la toxicidad por ingestion de hidroperdxidos lipidicos. La
glutation peroxidasa fosfolipido-hidroperoxidasa (pH GSH-Px), funciona en
remocién de fosfolipidos hidroperdxidos y se localiza en testiculos y epitelio renal,
es la unica isoforma cuya estructura es monomeérica; es decir, contiene un solo

residuo de selenocisteina (Himeno Imura, 2000).

Los peroxidos se reducen por la reaccion catalitica de la Gsh-Px, pero si estos
se encuentran en concentraciones elevadas en la célula, oxidan a las proteinas y
los lipidos alterando la funcién de estas moléculas (Wilson, 1981). La Gsh-Px
dependiente de selenio asi como la superoxidismutasa (SOD), la catalasa, el
ascorbato, Vit E, beta caroteno y otros compuestos son importantes para la
proteccion celular contra la oxidacion (Jacques et al, 1988). La superéxido
dismutasa representa la primera linea de defensa, cataliza la reaccion de

destruccion de los radicales superdoxido mediante su transformacion en perdxido
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de hidrégeno, que a su vez, puede ser destruido por las actividades de la catalasa
o de la glutatién peroxidasa (Figura 1, Miller 1974). Mientras que la Gsh-Px reduce
los peroxidos, la vitamina E reacciona directamente con radicales libres
superoéxido (02- ), peroxi (ROQ'"), oxigeno individual e hidroxilo (OH'), resultando
el antioxidante liposoluble principal para la protecciéon de las membranas celulares
contra la miopatia asociada con dietas ricas en acidos grasos polinsaturados
(NRC, 1983).

Radicales libres
/ T~

¢ Defensas no enzimaticas:
Interaccion con Defensas enzimaticas -Tocoferoles -Ascorbato
macromoléculas - Caroteno - Glutation
Catalasa
/\
0, SoD '02 +H2 Oy H,O0+0O,
\_/

Glutation Peroxidasa

/—\l

GSH GSSG

N_ __~

Glutation Reductasa

Figura 1. Reacciones fisiolégicas asociadas a la produccion de radicales libres

La destruccion produce en musculo zonas de necrosis celular y coagulacion
tisular con degeneracion de tejido (distrofia muscular). El mecanismo de este
proceso involucra la accion de AGPi, Se. y vitamina. E, y de lipidos como:
Linolenico, linoléico y araquidénico. En el proceso intervienen otros quimicos
desencadenantes como el oxigeno, peréxidos de hidrogeno, superdxidos vy

radicales hidroxilo, que por si solos pueden iniciar el dafio celular en lipidos y
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proteinas con pérdida de funciones y baja actividad catalitica. Los efectos pueden

ser graves Yy solos pueden causar la aparicion de signos clinicos (Jackson, 1987).

La glutation peroxidasa es usada como una alternativa para estimar la
concentracion de selenio en los tejidos. Esto se justifica debido a que esta enzima
contiene selenio y su actividad esta altamente correlacionada con la concentraciéon
de selenio en sangre. (Miller, 1974). Una baja actividad enzimatica de GSH-Px
(0.15 ug/ml.) es signo de deficiencia y dafo muscular; con incremento de la
actividad de creatin fosfoquinasa (CPK) que resulta detectable en orina y suero. El
valor normal de CPK en terneros es 200-300 mg/dia en suero, pero en la distrofia
muscular nutricional se eleva hasta 1.3 gr. /dia. En el plasma una concentracién

de 2.5 millones de Ul/l. Indica presencia de dafio muscular.

Los mismos cuestionamientos se hacen para glutation peroxidasa, en
algunas situaciones es inadecuada su medicién, si la suplementacion se realiza,
existe una importante pérdida en la respuesta de la enzima para cambiar el
estatus de selenio. Los eritrocitos no pueden sintetizar proteina por lo tanto la
glutation peroxidasa varia de acuerdo a la cantidad de selenio disponible en la

eritropoyesis (Stowe y Herdt, 1992).

La sobrevivencia de los eritrocitos en la sangre es de 135 y 152 dias en
bovinos, por tanto, el cambio en el estatus de selenio en el animal no puede ser
inmediatamente reflejado en la concentracién glutatiéon peroxidasa del eritrocito.
En los animales con deficiencia de selenio el incremento de la glutatién peroxidasa
ocurre de 4 a 6 meses después de la dosificacion. Por otro lado, si el animal se
suplementa con fuentes de selenio organico (como selenometionina), el cual no
es especificamente incorporado en la glutation peroxidasa el estatus funcional de
esta enzima no se refleja en el animal (Gerloff, 1992).Un problema extra es que
el analisis de glutation peroxidasa es altamente variable de laboratorio a
laboratorio y que se deteriora facilmente durante el transporte de las muestras, lo
que dificulta la estandarizacion y comparacion de resultandos (Stowe y Herdt,
1992).
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La relacion creatina-creatinina en cordero normalmente es menor de 0.7,
pero en la distrofia muscular nutricional (DMN) sube de 1 a 5 (Ullrey, 1992). Sin
embargo, la determinacion del complejo enzimatico citado, cada vez es mas
limitado. En el caso de la creatina fosfoquinasa su incremento no necesariamente
se da por la etiologia de DMN, y el sélo hecho de administrar selenio por via
intramuscular determina incremento de esta enzima, si es que se causa lesion y

necrosis del tejido muscular, después de la inyeccion (Miller, 1974).

El selenio organico como el inorganico puede ser incorporado en el
organismo formando parte de selenoproteinas. En 1990 Sunde clasificd a cuatro
tipos de selenoproteinas: Proteinas especificas de selenio que incluyen a las
enzimas glutation peroxidasa, tioxin reductasa y hediondasas y estas incluyen el
grupo mas importante de selenoproteinas (Draft Toxicological Profile for
Selenium,2001), el segundo tipo es proteinas que incorporan selenocisteina en
codones de cisteina, el tercer tipo es proteinas que incorporan selenometionina en
lugar de metionina, y por ultimo las proteinas que se ligan inespecificamente a
selenuro (Sunde 1990).

Actualmente se han clasificado 17 selenoproteinas; entre éstas las
conocidas como glutation peroxidasas (GSHPx) (Cuadro 1). La primer glutation
peroxidasa, se le conoce actualmente como glutatién peroxidasa clasica o celular
(cGSHPx). Otras enzimas genéricas identificadas son la glutation peroxidasa
extracelular o plasmatica (eGSHPX), la glutation peroxidasa gastrointestinal (GPX-
Gl), y la glutatién peroxidasa fosfolipido-hidroperoxidasa (PHGPx) (Dietrich vy
Kyriakopoulos, 2001).

Las enzimas GSHPx intervienen en los mecanismos antioxidantes del
organismo, su funcién esencial es reducir la cantidad perdxidos intra y extracelular
(Allen et al, 1975). La glutation peroxidasa extracelular se localiza en plasma, y
protege a los eritrocitos de los peréxidos que dafian sus membranas. Estas

enzimas requieren de selenio para su funcion. En el caso de porcinos, la actividad
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enzimatica mas alta se observa en tejido hepatico; mientras que en rumiantes, la

mayor actividad se observa en tejido renal (Dietrich y Kyriakopoulos, 2001).

Cuadro 1. Selenoproteinas en mamiferos (Himeno e Imura, 2000)

Selenoproteinas Funciones Localizacion
Glutatién peroxidasa
Glutatién peroxidasa celular Remocion de Ubicuita

(cCPx 0 GPX1)

Glutatién peroxidasa
gastrointestinal

(GPx-Gl o GPX2)
Glutatién peroxidasa extracelular
(eGSHPx o GPX3)

Glutatién peroxidasa fosfolipido
hidroperoxidasa

(PHGPx 0 GPX4)

5’ Triyodotironina deyonidasa (5’-
DI)
Tipo 1 5°-DlI

Tipo 2 5'-DlI
Tipo 3 5'-DlI

Tioredoxin reductasa (TrxR)
TRxR1

TRxR2
TRxR3

Selenoproteina P

Selenoproteina W
Selenofosfato sintetasa 2
(SPS2)

Selenoproteina 15-kDA
SelT

Se1R/SeX

hidroperdxidos

Remocion de
hidroperdxidos

Remocion de
hidroperdxidos

Remocion de fosfolipido
hidroperdxidos

Conversionde T4 a T3, T4
arT3
Conversionde T4 a T3

Conversion de T4 arT3

Reduccion de tioredoxin

Reduccion de tioredoxin

?

Antioxidante?
Acarreadora de Se ?

?
Sintesis de selenofosfato ?

Gastrointestinal

Plasma

Ubicuita, testiculos

Glandula tiroides, higado rifion

Glandula pituitaria, SNC,
tejido adiposo café
Placenta

Ubicuita (citosol)
Ubicuita
Testiculos
Plasma

Ubicuita, musculo
Ubicuita

Ubicuita
?

?
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En el caso de rumiantes, los microorganismos del rumen pueden convertir
el selenio inorganico a formas organicas o viceversa. La sintesis de formas
organicas pueden ser a través de la incorporacién de selenio a aminoacidos
formando  selenoaminoacidos de  selenocisteina 'y  selenometionina.
Principalmente, el selenio se incorpora a aminoacidos y forma selenometionina,
secundariamente esta selenometionina puede ser transformada a selenocisteina
mediante transsulfuracion. La selenocisteina puede incorporarse a proteinas de
selenocisteina, o también puede ser llevada a selenuro con la participacion de la
enzima selenocisteina B-liasa. Las formas inorganicas pueden ser como selenuros
o selenatos insolubles, estas formas resultan no biodisponibles al animal (Figura
2).

En los tejidos de los animales aun se carece de informacién sobre la
conversion de formas inorganicas a organicas y viceversa. Cuando se trata de la
incorporacion de selenato este se reduce a selenito, y a su vez a selenuro via
glutation o via serina. El selenuro resulta el eje de particién en el metabolismo de

Se y da origen a cuatro grupos de selenoproteinas (Sunde, 1990):

Proteinas de selenocisteina
Selenato

Proteinas de selenometionina lT
. Selenito
_> selenocisteina
Tr_annﬂﬁr‘acio'n /
Iy GSSeSG
Selengmetionina
Selenokisteina
Betailiasa
Exhgalado Serina (Ser)
<— <— 0

Excretado en orina \ lT

Proteinas ligadas a selenio <4——  Gelenuro G———————[P] SertRNA (Ser, UGA)
[Se ]CistRNA (Ser, UGA)

Selenoproteinas especificas de selenio

Fig. 2 Rutas metabdlicas del selenio. Adaptado de Sunde (1990).
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La excrecidon de selenio ocurre via urinaria, heces y aire expirado. El
selenio en orina es excretado como trimetilselenuro ((CHs);Se). El selenio
excretado en heces es aquel que no se absorbié y se encuentra en forma
insoluble. Una pequefia parte de éste es enddégeno y proviene de la secrecion de
bilis, pancreas e intestino (NRC, 1983). En el caso de humanos el sudor resulta

una fuente minima de eliminacion de selenio (Dietrich y Kyriakopoulos, 2001).

2.3 Sitios de absorcion digestiva del selenio

La absorcion del selenio se realiza con mayor eficiencia en el duodeno y
posteriormente en yeyuno e ileon (Ellison 1992).La administracion selenio por via
oral como selenito, en no rumiantes se absorben niveles de 77 al 85%, mientras
que en rumiantes del 29 al 35% (Langlands, 1991a). Esta variacién de absorcién
se debe al metabolismo del elemento por los microorganismos del rumen que
convierten una porcién del selenio en formas insolubles y otra la incorporan a sus
proteinas, a través de la conversion de formas insolubles como son el selenio
elemental y selénidos en la formacion de  selenoaminoacidos (Hansard,
1983).Esta actividad microbiana es favorable con dietas altas en carbohidratos y
estan involucradas algunas bacterias y protozoarios ruminales. (NRC, 1983).Si se
les administra por via intrarruminal selenito 6 selenometionina a ovinos
selenodeficientes, este ultimo compuesto se absorbe de 12-13% mas que el
selenito (McMurray, 1989). Las ventajas de las sales minerales son su bajo costo
y facil administracion en el alimento, sin embargo su inestabilidad para mantener
el estatus del elemento en el animal (debido a su compleja absorcién) es mayor
en comparacion con la via parenteral y se corren importantes riesgos de rechazo
en el consumo de los animales y por defectos en la homogenizacién de las

mezclas en la dieta (Tasker, 1992).
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2.4 Factores que limitan la absorcion del selenio

Trabajos realizados en rumiantes, cerdos y humanos (Draft Toxicological
Profile for Selenium, 2001) indican que el selenio organico en forma de
selenometionina se absorbe de manera mas eficiente que el selenito de sodio, a
nivel de intestino delgado. La selenometionina se absorbe en contra de un
gradiente de concentracion, siendo diferente para selenitos y selenocisteina. Sin
embargo las formas organicas independientemente de su diferencia de absorcién,
tienen con mayor rapidez y mejor tasas de absorcién que las formas de selenio

inorganico (Dietrich y Kyriakopoulos, 2001).

La absorcién de selenio en rumiantes es significantemente menor que en el
caso de no rumiantes; los reportes senalan menos de la mitad de capacidad de
retencién de selenio suministrado por via oral (NRC, 1983). Los microorganismos
ruminales son los probables responsables de la baja absorcion de selenio; estos
tienen la capacidad de reducir el selenio de la dieta a formas insolubles y no
biodisponibles, en consecuencia el mineral es altamente eliminado por heces. Sin
embargo, los microorganismos ruminales también tienen la capacidad de
incorporar selenio a las proteinas bacterianas, aumentando asi su
biodisponibilidad. Los procesos antes mencionados no estan claramente
explicados, pero se menciona que se puede aumentar o disminuir la
biodisponibilidad de selenio en rumiantes, modificando el porcentaje de proteina y
carbohidratos en la dieta (NRC, 1980).

Otros factores que modifican la disponibilidad de selenio es la propia
interaccién con otros minerales. El arsénico, azufre y cobre en concentraciones
altas en dietas, disminuye la tasa de absorcion y retenciéon del selenio en el
organismo. El cobre, ademas, a una concentracion alta en la dieta, aumenta la
retencidon hepatica de selenio. De igual manera debe ser considerada las
necesidades de yodo y selenio para un buen funcionamiento de la glandula

tiroides. La demanda de uno u otro de estos dos microminerales pueden afectar al
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otro, dependiendo de la actividad de dionidasas y glutation peroxidasas (Lee et al,
2002).

2.5 Requerimientos de selenio

Los lactantes que sufren la enfermedad de musculo blanco, presentan
niveles de selenio menores de 0.05 ppm en sangre, suero sanguineo y musculo y
menores de 0.1 ppm en higado (base seca) (Shamberger, 1981). Las
concentraciones de selenio en suero y plasma resultan adecuadas para reflejar los
niveles de suplementacién inmediata, mientras que la concentracién en la sangre
es mas adecuada para representar su cantidad a largo plazo (Gerloff, 1992). El
selenio incrementa en la sangre mas lentamente con la suplementacion y declina
de igual manera sin suplemento (Gerloff, 1992). Otras investigaciones sugieren
que las concentraciones de selenio en suero e higado son las idoneas para la
medicién del estatus del mineral (Miller, 1974). En el caso de biopsias y
necropsias se ha determinado que la mayor concentracion del mineral se
encuentra en musculo esquelético y posteriormente en higado y riidn (Stowe vy
Herdt, 1992).

Ullrey et al. (1977), indicé que 0.1 ppm de selenio (como selenito de sodio)
pueden ser adicionadas a dietas para ovinos y bovinos productores de carne sin
un incremento marcado en las concentraciones de selenio. Siempre y cuando la
dieta basal contenga niveles bajos de este elemento. La recomendacion de la
NRC (1985) sugiere la misma cantidad de 0.1 ppm en la racién. Sin embargo en
otras investigaciones se ha observado que el selenio y vitamina E, en
concentraciones mayores, pueden desencadenar un efecto sinérgico en la
respuesta inmune, prevencioén y resistencia a enfermedades (Blodget et al., 1986).
La distribucion del micro elemento en los ovinos se encuentran en los riflones
(6.5%), higado (4.4%), pancreas (0.46%), bazo (0.48%), tracto digestivo

(10.08%), pulmdén (2.63%), musculo cardiaco (0.99%), musculo esquelético
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(33.51%), cerebro (0.46%), sangre (8.57%), hueso (7.3%), piel (7.16%), lana
(17.41%) (Grace y Clark, 1991).

2.6 Suplementos de selenio

Las formas primarias inorganicas de Se son el selenito y el selenato de
sodio, estas dos fuentes son utilizadas con frecuencia como suplemento en
humanos y animales, pero el selenato y el sulfato pueden entrar en competiciéon
para su absorcién. La mayor parte de los alimentos contienen la forma organica de
este mineral, este se une a un aminoacido sustituyendo al azufre por metionina o
cisteina formando selenometionina o selenocisteina (Levander, 1983). Una
tercera parte de selenio de las plantas esta en diferentes formas de metilato de
selenio, incluyendo el Se- metilo selonocisteina (Cai et al, 1995). La
biodisponibilidad y toxicidad del Se depende, no sblo, de su concentracion total
sino también de las formas fisico-quimicas. Las fuentes de Se son organicas e
inorganicas. Las primeras involucran selenito de sodio, Selenato de sodio y
Selenato de bario. Las segundas son compuestos como selenometionina y

selenocisteina.
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3. JUSTIFICACION

Los suplementos de Se administrados directamente por via oral o
adicionados en el alimento pueden ser de forma organica e inorganica. En ambas
formas existen diferencias de disponibilidad, por ejemplo, el Se organico
administrado como selenometionina puede ser mejor absorbido que el Se
inorganico administrado en la forma de selenito de sodio, esta respuesta ha sido
confirmada en no rumiantes como cerdos y aves (Langlands, 1991a). Sin
embargo, en rumiantes puede ser totalmente diferente, el Se no se absorbe en
rumen y abomaso, el principal sitio de absorcion es el intestino delgado, y para
que pueda darse el proceso debe de estar en formas disponibles. Los
microorganismos ruminales tienen la capacidad de convertir el Se a formas
insolubles como Se elemental, selenuros, o incorporando el Se en aminoacidos a
través de los microorganismos, para formar selenoamino-acidos como la
selenometionina o selenocisteina. Actualmente los laboratorios que comercializan
las formas de Se organico incluidas en levaduras ofrecen ventajas fisiologicas y
productivas con estos productos, pero las tasas de transformacion a formas
disponibles e indisponibles de las fuentes organicas e inorganicas de Se, una vez
que pasan por el rumen son desconocidas. Las razones citadas justifican la
importancia de evaluar a la selenometionina y al selenito de sodio en la respuesta

fisiologica y digestiva de corderos.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo general

Evaluar las caracteristicas de digestion, absorcion, flujo del Se en el tubo
gastrointestinal y concentracién del microelemento en tejidos de corderos
suplementados con selenometionina o/y selenito de sodio administrados por via

oral.

4.2 Objetivos especificos

« Determinar la digestibilidad y absorcién del Se en el tubo gastrointestinal de
corderos suplementos de Na,;SeOs; y selenometionina.

« Evaluar la concentracion de selenio, pH, masa bacteriana y numero de
protozoarios en liquido ruminal de corderos después de la administraciéon
continua de ambas fuentes de selenio.

« Evaluar concentraciones de selenio en tejido muscular, higado ,rindn

corazon

5. HIPOTESIS

El suplemento de selenito de sodio y selenometionina en corderos no
presenta diferencias de absorcion, ambas fuentes se acumulan similarmente en

los tejidos y pueden utilizarse para cubrir los requerimientos de selenio
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VI.- MATERIALES Y METODOS

6.1 Lugar del estudio

La prueba de digestibilidad se realiz6 en la Granja Experimental del Colegio
de Postgraduados Campus Montecillo, ubicada en el Km. 36.5 de la carretera
México-Texcoco, Estado de México. Actualmente se cuentan con las jaulas

metabdlicas disponibles para los animales.

La fase de sacrificio de los animales se realizo en el rastro de San Martin
Texmelucan, Puebla. Para lo cual contaban con las instalaciones adecuadas para

el sacrificio de los ovinos del experimento.

La fase de laboratorio se realiz6 en la seccionde Quimica Analitica de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan en la Universidad Nacional Autbnoma
de México, Estado de México, y en los Laboratorios de Nutricion Animal vy
Microbiologia Ganaderia del Instituto de Recursos Genéticos y Productividad del

Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

6.2 Animales

Veinte corderos cruzas de raza Pelibuey x Katadin x Dorper de 6 meses
de edad se seleccionaron en tamafo y peso homogéneo, con buen estado fisico.
Los animales se desparasitaron con ivermectina (lvomec® 0.02 mL/KgPV via
subcutanea) y closantel (Closantil® al 15%, 10mg/kgPV, via oral). Se les aplicd
bacterina para prevenir la enterotoxemia (Ultrabac 7®, dosis uUnica de 2.5 mL), y
se adaptaron dentro de las jaulas metabdlicas para facilitar el manejo y la toma de
muestras. Las canulas de rumen y duodeno se fabricaron con tubos de tygon-
R3603® de 2 y 3 cm de diametro. Las cirugias se realizaron con un protocolo de
manejo adecuado en los animales facilitando el bienestar y menor estrés posible

con un tiempo de recuperacion de 15 dias para dar inicio a la fase experimental.
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Una semana antes del experimento los veinte corderos se pesaron y se obtuvo el

promedio de los pesos, agrupando ambos grupos con pesos similares.
6.3 Consumo de alimento

La adaptacion del consumo de alimento de los corderos a su llegada a
la granja experimental fue de heno de avena y agua potable fresca y limpia
proporcionada a libre acceso, asi se continud durante la etapa de la realizacion de
las cirugias para la fistulacibn de los animales, posteriormente se les fue
graduando el consumo de grano (maiz quebrado) combinado con heno de paja y

sales minerales, con la finalidad de evitar problemas metabdlicos y urolitiasis.

Antes del experimento se calculd el consumo del alimento en materia seca
con base al 3.26 % del peso vivo. La dieta se realizd6 con un programa de
formulacién en hoja Excel, quedando balanceada con los ingredientes reportados
en el Cuadro 2. El alimento se les suministré a los animales dos veces al dia (7
a.m.y 19 pm.), 383 gMS por comida, considerando que no hubo rechazos, esta
dieta fue para la fase control y para la fase de la administracion de las dos fuentes

de selenio.

La dosis de oxido de cromo se calculé al 0.4 % como marcador no
digestible, especificamente el consumo de este fue de 3g/dia/animal, la dosis se
dividi6 en 2 partes y se suministr6 en cada comida, inmediatamente al dar el
alimento. El célculo de materia seca de la dieta suministrada a los animales
durante el experimento se realizd en cada periodo experimental, obteniendo varias

submuestras y preparando un compuesto del alimento.
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Cuadro 2. Composicion de dieta basal ofrecidas a corderos

Ingredientes % de la dieta en base MS

Maiz quebrado 35

Heno de avena 27

Pasta de Soya 15

Salvado 12.5

Urea 1

Sales minerales sin selenio 2

Melaza 5

Aceite vegetal 2.5

Composicion de nutrientes, base materia seca

ENm, Mcal/kg 1.73
ENy, Mcal/kg 1.15
Proteina, % 18.1
Calcio, % 0.70
Fosforo, % 0.34
Selenio, ppm 0.1

6.4 Distribucion de los tratamientos

En el experimento se evaluaron dos fuentes de selenio: la forma organica
(Seleno - L - Metionina, Sigma® referencia S3132, férmula: CsH{1N0,Se) y la
forma inorganica (Selenito de sodio, formula molecular Na,SeOs con un contenido
de 45% Se). La fase experimental se dividié en 2 etapas, organizando los veinte
corderos en una etapa de testigo y la segunda en etapa de administracion del

microelemento.
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En la primera etapa los veinte corderos consumieron la dieta basal y esta se
suministr6 como ya se menciond. Fueron 10 dias de adaptacién y 5 dias de
muestreo. En la segunda etapa los 20 animales se dividieron en dos grupos de
corderos cada uno de 10 respectivamente, el primero fue el tratamiento 1(T1) que
corresponde: dieta basal + selenito de sodio y el segundo fue el tratamiento 2 (T2):
dieta basal +selenometionina. La etapa fue 15 dias de administracion de los
tratamientos para cada grupo asignado y en los ultimos 5 dias se realizaron los
muestreos correspondientes. La aplicacién de las fuentes de selenio se realizaron
por la via intrarruminal suministrando los microelementos diluidos con una valvula

conectada a cada canula.

La elaboracion de las soluciones se realizaron un dia antes de empezar la
etapa del experimento: se prepararon 280 ml de agua destilada + 0.0616 g de
selenito de sodio, esto para el T1, sucesivo a esto se prepararon 280 ml de agua
destilada + 28 pg de selenometionina y esto corresponde al T2. Al finalizar cada
preparacion se agitaron cada solucién para obtener los tratamientos homogéneos,
cada preparado contenia las dosis de administracion para un periodo de 7 dias,
por lo cual este procedimiento se repitid 2 veces para poder concluir la etapa del

experimento.

La cantidad de selenio calculada, segun lo que recomienda la NRC (2007) a

través del analisis factorial fue:

Mantenimiento: 0.00025mg/kg x 26kgPV / 0.60 = 0.0108
Crecimiento:  0.50mg/kg x .250kgGDP / 0.60 = 0.208
Requerimiento de 0.219 mg/kg

Las fuentes de selenio utilizadas fueron Selenito de sodio al 45% vy
selenometionina. Para el selenito de sodio se pes6 0.0616 g disuelto 280 mL de

agua deionizada
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La administracién de ambas fuentes se diluyeron en agua deionizada a una
concentracion de 0.1 mgSe/mL. La dosis administrada fue de 0.4 mg/dia/animal,
dividida en 2mL en cada comida. Correspondiendo las dosis sefialadas a una
concentracion total de 0.52ppm, considerado con el consumo diario de materia
seca de 766 g. La dieta basal contenia 0.12ppmSe y con la administracién de
selenio organico e inorganico se proporcion6é 0.64ppmSe en los 2 tratamientos

suplementados.

6.5 Coleccion de muestras

6.5.1 Contenido duodenal y fecal

La recoleccion de muestra fecal y duodenal fue con un ciclo de recoleccion
de 1.5 horas postprandial durante 5 dias de muestreo. Las horas quedan
distribuidas de la siguiente manera dia 1: 6:45 y 12:35, dia 2: 9:05 y 2:55, dia 3.
7:55y 1:45, dia 4: 11:25y 5:15, dia 5: 10:15 y 4:05.

La toma de muestra de contenido duodenal fue directamente de la canula
de duodeno con la adaptacion de bolsas con un tamafio 18 cm de largo x 10 cm
de ancho ajustadas con ligas en la canula del duodeno para obtener el llenado de
estas y asi tener el volumen requerido durante la fase de investigacion, esta
recoleccion de muestra tuvo una duracién de 5 a 10 min, posteriormente se
depositaba en un recipiente de plastico con capacidad de 1 L y terminado cada
muestreo se llevaba a congelacion para su conservacion hasta su procesamiento.
Las muestras de contenido fecal se seleccionaban con el fin de no tomar muestras
contaminadas de alimento, polvo, pelo del animal, etc., estas se depositaban en
una bolsa y al término de cada muestreo se llevaban a congelar para su

conservacion y hasta su posterior analisis.
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6.5.2 Liquido ruminal

La toma de muestras del liquido ruminal se realizé 2 veces por cada etapa o
fase de investigacion, el tiempo de recoleccién fue a las 3 horas postprandial y se
realizo en el primero y el ultimo dia de cada periodo experimental. El liquido
ruminal se extrajo directamente de la canula ruminal utilizando una bomba de
vacio. Durante el muestreo se obtuvieron 100 a 120 ml de liquido ruminal por
cada cordero. La muestra se deposito en un vaso de precipitado y se llevo al
laboratorio de microbiologia, se filtré con una malla de poro aproximado de 0.05
mm y se colocd en otro vaso de precipitado, con la finalidad de obtener muestras
adecuadas para conteo de bacterias, protozoarios, pH y acidos grasos volatiles.
El sobrante de liquido ruminal filtrado se conservé en congelacién, debidamente

identificada y sellada, para su posterior determinacién de selenio

6.5.3 Sangre

Durante las dos etapas de la fase experimental se obtuvieron 2 muestreos
de sangre por ovino, la mitad de los muestreos sanguineos fueron en la primera
etapa, antes del suplemento de las fuentes de selenio, y los otros 2 muestreos se
realizaron en la etapa de la suministracién del Tratamiento 1 de selenito de sodio y
Tratamiento 2 de selenometionina. La muestra inicial se tomd a los 5 dias y la
muestra final a los 14 dias de cada tratamiento. Cada muestra obtenida por animal
fue de 5 mL de sangre extraida de la vena yugular por puncién, con agujas y tubos
Vacutainer con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) para la conservacion de la
sangre, terminado cada muestreo se llevaron a congelacién para su posterior

analisis de determinacion de selenio
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6.5.4 Tejidos

Al término de la administracion de los tratamientos, estos fueron retirados al
igual que la administracion de cromo. La dieta durante este periodo no cambio,
esto sirvid6 para la eliminacién de los tratamientos y consto de 8 dias de
eliminacién. Posteriormente se enviaron a rastro los ovinos, estos fueron primero
insensibilizados con una pistola de émbolo en la parte frontal de la cabeza,
después los animales se colgaron para desangrarlos, posterior a su sacrificio se
obtuvieron las muestras de cada tejido (Tejido musculo esquelético, tejido
cardiaco, tejido hepatico y tejido renal), estos fueron introducidos en bolsas de
tamafo de 18 cm de largo x 10 cm de ancho debidamente identificadas, se
llevaron a congelacion a -20° C para su posterior analisis en la determinacién de

selenio.

6.6 Conteo de bacterias y protozoarios

Se utilizaron 80 tubos de cultivos debidamente identificados, libres de
humedad y esterilizados, para la preparacién de la muestra para conteo de
bacterias y 80 tubos para el conteo de protozoarios, cada tubo contenia 2.5 ml de
liquido ruminal filtrado, correspondiente a cada cordero y su identificacion, se le

agreg6 2.5 mL de formaldehido al 18.5 %.

Los tubos de cultivo con muestra para conteo de bacteria se dejaron a
medio ambiente para su analisis de conteo, con la utilizaciéon de una camara
Petroff-Hausser y pipetas Pasteur. Los tubos de cultivo con muestra para conteo
de protozoarios se dejaron en refrigeracion a 4° C para su analisis de conteo

mediante la utilizacion de la camara de Neubauer y pipeta Pasteur.

33



6.6.1 Protozoarios ruminales

Extrayendo del tubo de cultivo, muestra de fluido ruminal y formaldehido
con una pipeta Pasteur, por capilaridad, se vertié la muestra que tenia la pipeta
Pasteur en la camara de Neubauer, esta llevd antes en la superficie de un
cubreobjeto, se colocd la muestra en la parte inferior y superior de la camara
Neubauer, posteriormente l|la camara de Neubauer se colocd en la platina del
microscopio de contraste (Microscopio Zeiss, Carl Zeiss Serv. Nr.35302), y se
observd con el objetivo de 40 x en las dos camaras. En la camara superior se
observaron los 9 cuadros y se definieron la linea de cada uno de los cuadros a
contar, cuidando en no contar ningun protozoario que toque las lineas ya elegidas.
Se comenzé el conteo con el cuadro numero 1, que se encuentra en el cuadro
superior izquierdo, y el conteo se realizd en el lado superior, luego hacia el sur y
continuar hacia el norte, posteriormente se continué con el mismo proceso con la
camara inferior realizando de igual forma los pasos que con la camara superior.
Terminado el conteo se determind la concentracion de protozoarios con esta

formula:

No. de protozoarios mlI™ = x’(FD)(1x10%).

6.6.2 Bacterias ruminales

Los tubos que contienen la muestra para conteo de bacterias se agitaron
con el vortex y posteriormente se toma una muestra de aproximadamente 100 uL
con una micropipeta 10-100 uL y se deposité en la camara de Petroff Hausser. El

conteo se realizd con la explicaciéon de la Figura 3:
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H Conteo diagonal del

Conteo diagonal del =

. primer cuadro superior
primer cuadro

derecho hacia el cuadro

superior izquierdo

inferior izquierdo.

hacia el cuadro

inferior derecho. "1.

Figura 3. Forma de conteo de bacterias ruminales

El conteo y la concentracion de bacterias se calcularon con la formula siguiente:

No. De bacterias mL™ = (media de bacterias) (FD) (2 x 107)
Donde:
FD = factor de dilucion.

2 x 10" = constante de conversion a ml

6.7 pH ruminal

La determinacion del pH del liquido ruminal se realizé inmediatamente
después del filtrado. Se utilizé un potenciometro ORION modelo 250A , lo cual se

debe de calibrar con una solucion buffer pH 7.0 y solucién buffer pH 4.0, se coloco
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la muestra de liquido ruminal filtrado en un frasco de 5 ml de capacidad

aproximadamente, y se tomé la lectura del pH.

6.8 Concentracion de acidos grasos volatiles (AGV)

Se utilizaron 80 viales de plastico con capacidad de 2 mL, estos se
esterilizaron y se identificaron debidamente por cada animal, utilizando una
micropipeta eppendorf Research de 100-1000 pL se depositaron 0.375 ml de acido
meta fosfoérico al 25% en cada uno de los viales de plastico, posteriormente con
una pipeta de 10 mL y un dosificador se extrae 1.5 mL de muestra de liquido
ruminal filtrado de cada uno de los corderos y se deposita en cada vial de plastico
correspondiente. Se llevaron las muestras a refrigeracion a 4° C. Los viales de
plastico donde se guardaron las muestras para AGV se sacaron del refrigerador,
se introdujeron al rotor y después a la centrifuga (eppendorf, Centrifuge $804), a 14 000
rom durante 10 min. Terminada la centrifugacion y con la ayuda de una pipeta
Eppendorf Research 100 a 1000ul y las puntas azules se colocé la muestra de
cada uno de los viales en los frascos para AGV con capacidad de 1.5 mL y se
cerraron con su tapa, la muestra colocada en los frascos para AGV fue solamente
el sobrenadante y el sedimento fue desechado. Colocandose en el carrete del
Cromatografo de gases.( Perkin Elmer instruments clarus 500 gas chromatograph)
el estandar que es el numero 1 y seguido de los tratamientos. El carrete que tiene
capacidad para 82 muestras, cada lectura de cada muestra se realizo de 7 a 8

minutos, el horno estuvo a 140° C, detector a 250° C y la flama a 140° C.

6.9 Determinacion de cromo

Cinco dias después de cada periodo experimental finalizado, los
compuestos del liquido duodenal se descongelaron y se depositaron en un
refractario, se secaron por 48 horas a una temperatura de 100° C. Al término del

secado se molieron las muestras y se depositaron en frascos de vidrio de 100 mL
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con tapas de rosca y se identificaron perfectamente. Las muestras de materia
fecal de cada cordero también se descongelaron, terminadas los dias de
muestreo, se obtiene de cada bolsa una muestra homogénea de 100 g, se secan a
la misma temperatura que las muestras de liquido duodenal y se almacenaron en

frascos de vidrio.

Se pesaron 0.5 g de muestra en un crisol y se metié a la mufla a 600° C
esto se realizé subiendo la temperatura cronolégicamente con la duracién de 12
horas. Terminado este tiempo se sacaron las muestras de la mufla y se dejan
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se adiciondé 3 mL de solucién de
acido fosfdrico-sulfato de manganeso y 4 mL de la solucién de bromato de
potasio. Posteriormente son colocandolas en una platina precalentada y se
digieren las cenizas hasta la efervescencia de la solucién, se dejaron enfriar los
crisoles con la muestra y se diluyeron con agua desionizada, se transfirieron a un
matraz volumétrico de 100 mL. Se anadié 10 mL de la solucién de cloruro de
calcio de 5000 ppm a un matraz volumétrico de 100 mL y se aford con la dilucién
de la muestra aforando con agua desionizada y mezclando vigorosamente.
Posteriormente se dejo reposar esta solucion durante toda la noche con el objetivo
que el material en suspension se deposite en el fondo. Por ultimo se tomaron las
lecturas para la determinacion del cromo al espectrofotometro de absorcion

atomica (VARIAN, Australian) por flama.

6.10 Determinacion de purinas

Se determinaron purinas en muestras de liquido duodenal. En la
metodologia se pesaron 0.5 g de muestra y se colocaron en tubos de rosca. Se
peso 0.5 g de RNA y posteriormente se continuo la adicion de los demas

reactivos:

Se anadié: 2.5 mL de acido perclérico (HCIO4) con una pipeta automatica

ajustada a 2.5 mL, posteriormente se agité con el vortex, hasta que la muestra se
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encuentre completamente humeda. Las muestras se colocaron en bafio maria a
una temperatura de 90°C por una hora, agitandose en intervalos de 8 minutos,
para evitar que se forme una pastilla, terminado se retira la gradilla y se deja
enfriar, volviendo agitar en intervalos de tiempo, dejandose reposar por 5 minutos,
se afiadid 17.5 mL de Fosfato de Amonio (NHsH,PO4) .0285 M, con pipeta
automatica. Se colocaron en bafio maria durante 15 minutos nuevamente,
sacandolos se agitan los tubos en el vortex y se colocaron en el vibrador ultrasonic
por 15 minutos, con agua del bafio maria. Se filtraron 3 mL en un tubo de ensayo
de 10 mL, en esta fase se utilizo papel filtro del No. 2 y con una pipeta automatica
se tom6é 0.5 mL del contenido, colocandolo en un tubo de centrifuga.
Posteriormente se afiadié 0.5 mL de Nitrato de Plata (AgNO3) ,9 mL de fosfato de
amonio (NH4sH,PO4) 0.2M, aqui terminal la primera fase, se tapan los tubos con
canicas y se refrigeran. En la segunda fase, se centrifugan a 3500 rpm por 20 minutos a
5° C, terminada la centrifugacién se utilizé una bomba de vacio y con un tipo para cada
muestra se debe aspirar el liquido, se afadi6 10 mL de H,SO4 — AgNO3; a pH 2 y
después se agitd en el vortex, volviéndose a centrifugar a 3500 rpm, durante 30
minutos a 0° C, y se repite el procedimiento de aspirar el liquido, y se anadié 10
mL de HCL 0.5 N; se cubrié con para film® y se agité hasta que ninguna muestra
quedo empastillada. Colocandose de nuevo los tubos en bafio maria por 30
minutos cubiertos con canicas a 90° C, terminado esto se sacaron y se aspiran las
escamas flotantes, centrifugando a 3500 rpm durante 10 minutos a 21° C,
posteriormente se ingresa la curva estandar con el RNA diluido a 0.25, 0.5y 0.75
ml en tubos de ensaye, aforandose a 10 mL con HCL 0.5N, se fijo en cero el

espectrofotometro con HCL O.5N y se leen las muestras a 260nm.

6.11 Obtencion de la masa bacteriana

Se colectaron 200 mL de liquido ruminal por animal, disolviéndolo con una
solucion salina de 28g de Cloruro de Sodio en 2 L de agua ,colocandole 200 mL

de la solucién a la muestra de liquido ruminal para posteriormente colocar la
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mezcla, se depositdé en un matraz Erlenmeyer de 500 mL y se cubrié con papel
aluminio con el fin de protegerlo de la luz ambiental, posteriormente el compuesto
ruminal se centrifugé en una centrifuga Beckman, modelo J2-21 a una temperatura
de 4°C durante 10 minutos a 3750 rpm. Al término de la centrifugacion se retiraron
los viales con las muestras, se vaciaron en los matraces el sobrenadante; el
sedimento se tira y el sobrenadante se vuelve a centrifugar a una temperatura de
4°C a 13500 rpm durante 20 minutos, terminado este procedimiento se decanta el
sobrenadante y el sedimento es retirado con una espatula de goma y depositado
en una caja de petri. Posteriormente estas muestras se secaron en una estufa
FELISA Modelo 2934. Al término del secado las muestras de aislamiento de masa
microbiana ruminal se muelen y se conservaron en bolsas herméticas hasta su

posterior analisis de selenio.

6.12 Determinacion de selenio

La determinacion de la concentracion de selenio se realizé con la técnica
descrita por Baeza et al (2005). Las muestras que se mantuvieron en congelacion
hasta su analisis fueron descongeladas a temperatura ambiente y posteriormente
se utilizaron 0.5 gramos o mililitros de la muestra, colocandose en vasos de teflon
HP500 plus Falcon USA, la muestra se peso en una balanza analitica (BOECO
Germany, con maximo de 120 gr y un minimo de 0.01 gr). Colocada ya la muestra
en el vaso de teflén , se le agregd agua desionzada, acido nitrico y perdxido de
hidrogeno a 30% a diferentes concentraciones para cada tipo de muestra
especificada en el cuadro 3. El procedimiento se realizé dentro de una campana
de extraccion, esto para evitar la salida de gases, colocandole los tapones de
teflon HP500 plus a los vasos de teflon, y se incorporaron a la camisa del carrusel
a presion para después ser introducida al horno de microondas (Mars 5). La
temperatura se elevd a los cuatro minutos a 140° C y asi se mantuvo por dos
minutos, después se elevd a 180° C y se mantuvo por ocho minutos.

Posteriormente se tuvieron las muestras a 200° C, esto durante cuatro minutos
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para finalmente enfriarse por cinco minutos. Terminado este proceso se sacaron
los vasos de teflon del carrusel y se dejaron enfriar a temperatura ambiente dentro
de la campana de extraccion, se enjuagaron con acido clorhidrico 7 molar (HCL
7M) y con este mismo acido se aforé a 25 mL y finalmente se pasaron a leer al
espectrofotometro de absorcién atdmica (SpectrAA 800 Varian AUSTRALIA),
empleando generador de hidruros (VG 77 Varian AUSTRALIA) como sistema de

atomizacion.

Cuadro 3.- Cantidad de reactivo para las diferentes tipos de muestras

REACTIVOS (ml )

Tipo de muestra Agua desionizada Acido nitrico Peréxido de
hidrogeno al 30
%

Sangre 5 2.5 1

Liquido ruminal 5 2.5 0.6

TEJIDO

-Cardiaco 5 10 2
- Muscular
- Hepatico

- Renal

Heces fecales

Liquido duodenal 2 5 1.2

Masa bacteriana
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6.13 Calculos

La digestibilidad se calculé con la siguiente férmula:

Digestibilidad (%) = Nutriente consumido(g)-Flujo de nutriente (@) x 100

Nutriente consumido(g)

El flujo de nutrientes se calculd con la siguiente formula:

Nutriente consumido Indicador (%)

Flujo de nutriente g/d = en base seca (gd”)  x__en alimento

Indicador (%) en contenido intestinal o heces

(Bondi, 1987)

La determinacion de metano y didxido de carbono se determind por la ecuacion de
fermentacion tedrica propuesta por Wolin (1960).

6.14 Analisis estadistico

El experimento se desarrolld6 de acuerdo a un disefio completamente al
azar. Se evaluaron tres tratamientos, T1 testigo antes del suplemento, T2 y T3
después del suplemento, involucra la fuente inorganica y organica: Selenito de
sodio y selenometionina. Se hizo un analisis de varianza de los datos usando el
procedimiento SAS 2000, y las medias de los tratamientos se compararon usando

la prueba de Diferencia minima significativa (P< 0.10). Con respecto a las

41



diferencias entre las concentraciones de selenio en érganos se realizdé con una

prueba de T-Student, con una significancia de P < 0.05.

El modelo estadistico fue el siguiente:

Yij=p+Ti+Ej
donde:
Y ij = variable respuesta
M = media general
T i = efecto del i-ésimo tratamiento

E j = error experimental
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1Digestibilidad y absorcion de materia organica y selenio

En el Cuadro 4 se presenta el consumo de los nutrientes proporcionados a
los corderos usados en la prueba metabdlica. No existieron rechazos durante los
periodos experimentales. EI consumo de MS en los animales fue el esperado,

proporcionando las dosis orales de Se, definidos en los tratamientos.

Cuadro 4. Consumo de nutrientes en corderos antes y después de

suplementar dos fuentes de selenio

Sin suplemento Selenito de Selenome- EEM
de selenio sodio tionina

Peso corderos, kg 26 26 26
Consumo (g/dia)
Materia organica 724.86 725.09 725.09 0.04
Nitrégeno 16.05 15.02 15.78 0.03
FDN 176.46 175.71 164.1 0.02
Selenio (ppm) 91.92 398.32 398.32 0.02

EEM(Estimacion Estandar de la media)

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de los nutrientes que fluyeron
hacia el duodeno. Se observé un efecto en el nivel de Se en la dieta en el flujo de
Se al intestino delgado (P<0.01). con las fuentes de selenio incrementé el flujo de
Se mas de 3 veces (65.0 vs. 218.1) cuando no se adicion6 Se. Lo interesante de
los datos es la respuesta positiva de los suplementos de selenio sobre el flujo y la

absorcioén en intestino.
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Cuadro 5. Flujo de nutrientes hacia el duodeno de corderos antes y después

de suplementar dos fuentes de selenio

Sin suplemento Selenito de Selenome- EEM
de selenio sodio tionina

Flujo hacia duodeno (g/dia)

Materia organica 380.61°2 379.22° 440.51°2 11.33
N microbiano 6.81° 5.452 5.052 0.6
Selenio (ppm) 65.09 2 201.29° 235.16°  0.08

| etras diferentes en mismo renglén muestran diferencia significativa (P<0.01)

En el Cuadro 6 se presentan los porcentajes de degradacién y absorcién
pregastrica de MO, nitrébgeno microbiano y selenio. La suplementacion de las
fuentes de selenio presentaron incrementos de 69.4 y 40.3% para el selenito y
selenometionina. Posiblemente se dio incorporacién de este microelemento en los
microorganismos ruminales, aunque no se observo diferencias en la eficiencia
microbiana ruminal (g NM/kg MO verdaderamente fermentada). El trabajo
realizado por Koenig et al. (1997) encontraron una tendencia (P = 0.062) en el
incremento de utilizacion de Se en un 27.3%, en los compartimientos pregastricos
de corderos alimentados con dieta alta en concentrado. Por lo tanto, estos
resultados generan dudas en la fisiologia del Se en los compartimientos pre-
gastricos; se sabe que los microorganismos ruminales tienen la capacidad de
transformar el Se a formas solubles e insolubles (Serra et al., 1994b), pero se
desconoce en que cantidades y cual es la importancia de este microelemento en

el metabolismo microbiano.
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Cuadro 6. Digestion o absorcion de nutrientes antes y después de
suplementar dos fuentes de selenio

Sin suplemento Selenito de Selenome-
de selenio sodio tionina EEM

Digestién o absorcién en rumen, % de consumo

Materia Organica 47.49° 47.69° 39.24° 1.0

Selenio 29.182 49.46° 40.96° 0.04

| etras diferentes en mismo renglén muestran diferencia significativa (P<0.01)

El Cuadro 7 presenta la digestibilidad postruminal de los ingredientes
analizados. Los resultados no muestran diferencias significativas en la MO vy
selenio. El promedio de absorcion de Se en intestino entre los tratamientos fue de
31.6%. Este resultado es similar al reportado por Koenig et al. (1997) en corderos
alimentados con dietas de forraje o concentrado. La similitud en el indice de
absorcion de Se en el intestino, esta estrechamente asociado al pH, el cual resulta

menos influido en la absorcion de Se que el pH ruminal (Hernandez, 2007).

Cuadro 7. Digestion postruminal de nutrientes antes y después de
suplementar dos fuentes de selenio

Sin suplemento Selenito de Selenome- EEM
de selenio sodio tionina

Digestidn postruminal, % del flujo al duodeno

Materia organica 37.21° 32.49° 43.77° 1.34

Se 38.46° 24.54° 31.86° 5.5

3Letras similares en mismo renglén no muestran diferencia significativa (P>0.05)
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El Cuadro 8 presenta la informacién sobre la digestion total de los
nutrientes en los tratamientos. La digestibilidad del MO no se afecté con los
suplementos de selenio (P > 0.05), no existe informacidén publicada al respecto,
por tal motivo la respuesta no es clara y consistente con otros trabajos previos del

grupo de investigacion.

La digestion del Se en el tracto total fue de un 61 a 68% del total de Se
consumido. Los trabajos reportados por Serra et al. (1994a) mencionan una
digestibilidad del 67 a 73% con dietas que recibieron heno de Timothy. Por otro
lado, Koenig et al. (1991) reportan una digestibilidad de Se de 3 a 11% en vacas
lecheras. La absorcion de Se depende de la forma quimica de este elemento
(Koening et al., 1991) y de la composicion de la dieta. Harrison y Conrad (1984)
reportan una maxima absorcion de Se en vacas lecheras cuando el calcio en la

dieta fue de 0.8% base seca.

Hernandez et al. (2007) observaron que el suplemento de selenito de sodio
tiende a incrementar la eficiencia de la sintesis de proteina microbiana. Por lo
tanto, el incremento de eficiencia podria ser mayor debido a que la digestion de
materia organica en el rumen fue deprimida cuando se incluyé Se en la dieta. En
ovinos, la absorcion y retencion de selenometionina, como forma organica de
selenio es mejor que selenio como selenito (Peter et al., 1982). Koenig et al, 1997
quien encontré una mejor absorcion y retencion para sales de selenio inorganico,
asi también Alfaro et al (1987) quien reporta que la absorcion de selenito fue mejor
que la absorcién de selenio organico. Asi, esta ultima informacién coincide con lo

encontrado en este trabajo.

La concentracién utilizada estuvo por arriba del rango normal que
recomienda los actuales requerimientos de NRC (2007), no se llegaron a niveles
toxicos. Actualmente existe controversia sobre la concentracién maxima tolerable
de Se. El trabajo realizado por Cristaldi et al. (2005) revela que concentraciones
en la dieta de hasta 10 ppm de Se, pueden considerar como los maximos

tolerables para ovinos y por el otro lado los corderos y cabritos que sufren la
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enfermedad de musculo blanco, presentan niveles de selenio menores de 0.05
ppm en sangre, suero sanguineo y musculo y menores de 0.1 ppm en higado
(base seca) (Shamberger, 1981).

Cuadro 8. Digestion total de nutrientes antes y después de suplementar dos
fuentes de selenio

Sin suplemento Selenito de Selenome-

de selenio sodio tionina EEM
Digestion total, %
Materia organica 67.79° 65.65° 66.22° 1.34
Se 61.32° 56.02° 68.53% 5.5

3Letras similares en mismo renglén no muestran diferencia significativa (P>0.05)

7.2 Microorganismos, acidos grasos volatiles y selenio en rumen

El Cuadro 9 presenta las variables medidas en el rumen. Estas incluyen
concentraciones de pH, microorganismos, selenio, produccién de acidos grasos

volatiles y estimaciones de diéxido de carbono y metano.
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Cuadro 9. Concentraciones de microorganismos, selenio y produccion de
acidos grasos volatiles, Co2 y metano en rumen antes y después de

suplementar dos fuentes de selenio

Sin suplemento Selenito de Selenome- EEM

de selenio sodio tionina

pH rumen 6.22 6.02° 6.22 0.18
Protozoarios , ml x 10° 8.725° 6.09° 9.97°

Bacterias, mL x 10 ° 1.522 2.08° 2.34°

Se en Bacterias 0.33¢ 0.332 0.322 0.05
Se en liquido rumen 0.0832 0.0922 0.1 0.03
AGV (mM)

Acetato 55.852 55.28 57.92 0.03
Propionato 30.452 32.32 28.32 0.05
Butirato 13.72 12.52 13.92 0.03
Metano (mM) 0.27°@ 0.25°2 0.282 0.038
CO2 ( mM) 0.56° 0.542 0.56° 0.042

a°| etras diferentes en mismo renglén muestran diferencia significativa (P<0.01)

El pH en el rumen disminuyé en un 2.9 % (P< 0.01) cuando se suplementé
selenito de sodio, mientras la selenometionina no presenté diferencia significativa
con el grupo testigo, al grupo de corderos que se les administré selenometionina,
incrementd el pH también en un 2.9% comparado con los corderos suplementados

con selenito de sodio.

Se presentaron diferencias en la concentracion de las bacterias totales en
rumen. Después de suplementar las fuentes de selenito y selenometionina,
incrementd la concentracién de bacterias en un 36.8 y 54% respectivamente. Con
estos resultados es légico suponer la participacion del selenio en el incremento de

la tasa productiva de los microorganismos, aunque cuando se determiné la
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concentracion de selenio en la masa microbiana y el selenio ionizado en el liquido
ruminal no hubo diferencias significativas (P > 0.05), considerando la importancia
del selenio, es utilizado por las bacterias para ser transformado o metabolizado
para actividades de los propios microorganismos. Sin embargo este
comportamiento no se observd en la concentracion de protozoarios (p > 0.05), lo

qgue hace suponer su escasa importancia del selenio en sus vias metabdlicas.

El Se en la dieta basal y el suplementado, puede ser incorporado o
transformado por los microorganismos del rumen, probablemente como Se de
formas insolubles o selenoaminoacidos (selenocisteina y selenometionina). Serra
et al. (1994a) mencionan formas insolubles de selenio en el rumen, indicando que
las necesidades de selenio por los microorganismos se cubren con los niveles
mas bajos de selenio en la dieta. Whanger et al. (1978) demostraron la
incorporacion de selenometionina dentro de la microbiota del rumen; el Se también
puede incorporarse a cisteina como selenocisteina o a formas insolubles

reducidas conocidas como selenuros.

La concentracion molar de acidos grasos volatiles, la produccion de diéxido
de carbono y metano no mostraron ninguna diferencia significativa antes y
después de los suplementos de selenio en corderos (P > 0.05). Contrariamente
Naziroglu et al. (1997) reportaron mayor concentracién de acido butirico (14.7%) si
el Se se suplementa como selenito de sodio (0.3 ppm en alimento). De igual
forma, otros autores han reportado que la produccion de acidos aceético,
propionico, butirico y acidos grasos totales se incrementan con la suplementacion
de Se (Hidiroglou y Lessard, 1976), vitamina E o Se/vitamina E (Naziroglu et al.,
1997). Serra et al. (1994b) reportaron que la tasa de suplementaciéon de 0.2 ppm
en la dieta no tuvo una influencia significativa en la produccion de acidos grasos

volatiles. Serra et al. (1994a)

Las concentraciones de selenio en el liquido ruminal pueden ser de 0.3 a
6.29 ug/g en corderos sin suplemento y con un suplemento de 0.2 ug/g Se en la

dieta, respectivamente (Serra et al. 1994a). La respuesta en el incremento se
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puede deber a la reduccion o metabolismo del selenito. Sin embargo en este
estudio no se observé efecto de los suplementos de selenio en la concentracion
de liquido ruminal. Se especula que raciones altas en concentrado reducen la
disponibilidad de Se en rumen y en consecuencia la disminucion de absorcién
Gerloff, (1992). No existen evidencias que el Se se absorba en la pared del rumen.
Al parecer, los microbios del rumen son capaces de reducir las sales de Se como
selenato o selenito de sodio a Se elemental, forma que no puede ser utilizada por
el animal hospedador (Hudman y Glenn, 1984). Pero también los microbios del
rumen pueden incorporar el Se ingerido dentro de sus células (Hudman y Glenn,
1984) e incorporarlo al organismo animal a través de la masa microbiana que es
degradada en la porcion del intestino delgado. Serra et al. (1994) observaron que
el ambiente del rumen influia significativamente en el contenido de Se en el liquido
ruminal en sus diferentes fracciones. El Se fue utilizado por las bacterias y se
presentd un incremento en la poblacién, pero no en la concentracion de selenio
bacteriano, cuando se suplementaron ambas fuentes. Las bacterias ruminales son
capaces de metabolizar el Se inorganico (Hudman y Glenn, 1984; Hidiroglu y
Lessard, 1976), se desconoce si la utilizacion del Se disponible en el ambiente
ruminal dependa de los microorganismos presentes, debido a la influencia de la
dieta consumida por el animal. Al parecer, el Se no es un elemento esencial para
los microorganismos celuloliticos del rumen (Serra et al., 1994). El Se inhibe los
microorganismos celuloliticos y probablemente estimule los microorganismos
proteoliticos, indicando un ligero mejoramiento en la digestibilidad de proteina
(Serra et al., 1994; Serra et al., 1994a), pero estos supuestos deben ser mas

investigados.

El Cuadro 10 presenta los resultados de la concentracion de selenio en
sangre, a los 5 dias de administrar las fuentes de selenito y selenometionina, el
selenio incrementd el doble en el tejido sanguineo, esta respuesta fue totalmente
diferente a los 14 dias después de iniciar los suplementos. La diferencia de
respuestas puede tener una explicacién bioldgica, inicialmente cuando se

administraron las fuentes, el organismo animal refleja este incremento en sangre y
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posteriormente puede normalizarse y buscar otras vias de depdsito como tejido

muscular e higado.

Cuadro 10. Concentraciones de selenio (ppm) en sangre de corderos antes y

después de suplementar dos fuentes de selenio

Sin suplemento Selenito de sodio  Selenome- EEM
de selenio tionina
Sangre 5d 0.1222 0.242° 0.205° 0.03
Sangre 14d 0.120° 0.124°2 0.124°2 0.01

| etras diferentes en mismo renglén muestran diferencia significativa (P<0.01)

Hudson et al. (1988) observaron un incremento de Se sanguineo después
de la primera semana de la administracién oral de comprimidos con Se. Sin
embargo, en este trabajo, aunque solo hubo diferencias en el primer muestreo, las
concentraciones de selenio en ambos tratamientos resultaron adecuadas como
concentracion idénea que no refleja la deficiencia de selenio (Gerloff, 1992).
Shiobara et al. (1998) proporcionaron dietas con dosis excesivas de selenito de
sodio y selenometionina (2 ppm) por un periodo de 12 semanas y las
concentraciones de selenio sanguineo de ratas suplementadas con
selenometionina fueron significativamente mayores (P < 0.05) que las ratas
suplementadas con selenito de sodio, pero esta respuesta no se observd en

plasma .

Controversialmente al trabajo, se menciona un incremento de Se en sangre
mas lentamente con la suplementacion y declina de igual manera sin suplemento
(Gerloff, 1992). Otras investigaciones sugieren que las concentraciones en suero
e higado son las idéneas para la medicién del estatus de selenio (Miller et al.,
1974). En el caso de biopsias y necropsias se ha determinado que la mayor

concentracion del mineral se encuentra en musculo esquelético y posteriormente
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en higado y rifidn (Stowe y Herdt, 1992), por otro lado otros autores mencionan
una distribucion del micro elemento en el organismo de los ovinos: los rifiones (6.5%),
higado (4.4%), pancreas (.46%), bazo (.48%), tracto digestivo (10.08%), pulmoén (2.63%),
musculo cardiaco (.99%), musculo esquelético (33.51%), cerebro (.46%), sangre (8.57%),
hueso (7.3%), piel (7.16%), lana (17.41%) (Grace y Clark, 1991). En este estudio la

mayor concentracion de selenio fue en rifidn, higado y demas tejidos (Cuadro 11).

Cuadro 11. Concentraciones de selenio (ppm) en tejidos de corderos

después de suplementar dos fuentes de selenio

Selenito de sodio Selenometionina EEM
Rifdn 0.732 0.66° 0.075
Musculo 0.312 0.342 0.07
Higado 0.532 0.36° 0.08
Corazon 0.322 0.30° 0.04

“Literales similares no muestran diferencias significativas (P > 0.05).
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8 CONCLUSIONES

La absorcion y digestibilidad del selenito de sodio y selenometionina no
mostraron diferencias significativas en el tracto digestivo.

La concentracién de selenio en los microorganismos del rumen tuvieron un
comportamiento similar con las dos fuentes de selenio.

No se presentaron variaciones en la produccion de acidos grasos volatiles
con las dos fuentes de selenio suplementadas.

Las concentraciones de selenio en tejidos se acumularon en forma similar
con las dos fuentes de selenio suplementados.

Se recomienda utilizar el selenito de sodio como fuente disponible de
selenio, ya que presenta las mismas ventajas que el selenio organico
(selenometionina) y mejor disponibilidad por su costo econémico.
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