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EL SELENIO EN LA INMUNIDAD DURANTE LA GESTACION EN OVEJAS Y
EXPRESION GENICA DE FOLICULOS IN VITRO
Maria Monserrat Lopez Veldzquez, D.C.

Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN
El selenio es considerado en la ganaderia ovina como oligoelemento esencial, aporta grandes
beneficios al animal y brinda equilibrio fisioldgico al organismo por su efecto antioxidante.
Ademas, la importancia del selenio en el sistema inmune hace necesario su estudio en ovejas
gestantes para conocer, de manera detallada, el funcionamiento celular y molecular tanto in vivo
como in vitro. El presente estudio tuvo como objetivos: evaluar el efecto del “selenio organico”
sobre células blancas y su efecto ante el estrés por manejo durante la gestacion en ovejas; conocer
su efecto sobre algunos parametros productivos en la progenie; identificar genes expresados
diferencialmente y asociados a procesos inmunes en foliculos in vitro. Se realizaron cuatro
experimentos (tres experimentos in vivo y un experimento in vitro): para los experimentos in vivo
se utilizaron 27 ovejas adultas; las cuales, se asignaron al azar en dos grupos: 1) testigo, sin selenio
maés alla del disponible en el alimento (S-Se; n=11) con 0.24 mg animal ™ dia™* de selenio; 2) tratado
(C-Se; n=16) con adicion de 0.3 mg animal™ dia™ de “selenio organico” mas 0.24 mg animal™ dia”
! de selenio contenido en el alimento (concentracion final: 0.54 mg animal® dia?). Para el
experimento in vitro se utilizaron foliculos de ovejas como unidad experimental: en el primer
experimento, las células blancas que mostraron diferencias significativas fueron neutréfilos para
tratamiento y tiempo (P < 0.05), al dia nueve del desarrollo embrionario y los baséfilos (P < 0.05),
cuatro dias despueés del inicid del tratamiento con “selenio organico”; en el segundo experimento

se observaron diferencias significativas para neutrofilos (P < 0.05) a los dias 42 y 104 del



desarrollo fetal y los basofilos (P < 0.05) durante todo el desarrollo fetal. Las corderas y no los
corderos provenientes de madres C-Se presentaron aumento del peso al destete. En el tercer
experimento, la adicion de “selenio organico” disminuyé la frecuencia cardiaca (indicador de
estrés), ante el estrés producido por el manejo cotidiano en ovejas durante todo el desarrollo pre-
gestacional-gestacional y mantuvo estables el resto de constantes. En el cuarto experimento:
analisis génico por microarreglos, se identificaron 2 538 transcritos diferencialmente expresados
en foliculos in vitro de ovejas, con 1 228 genes sobre-regulados y 1 310 genes sub-regulados.
Algunos grupos principales de genes sobre-regulados estan involucrados en procesos bioldgicos
como de transcripcion y regulacion positiva de migracion celular; en componentes celulares como
citoplasma y nucleo; en funciones moleculares como proteinas de union y ADN. Se identificaron
41 vias bioldgicas; de entre éstas, ocho vias estan relacionadas con el sistema inmunolégico. Se
concluye que el selenio puede ser alternativa para disminuir el estrés por manejo, regular células
blancas y mejorar la calidad del sistema inmunoldgico en ovejas gestantes y foliculos in vitro.

Palabras clave: selenio, inmunidad, gestacion, foliculos, genes, microarreglos.



SELENIUM IN IMMUNITY DURING EWES GESTATION AND GENE EXPRESSION
OF IN VITRO FOLLICLES
Maria Monserrat Lopez Veldzquez, D.C.

Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT
The selenium is considered an essential trace element in farming sheep, it provides great benefits
to the animal and in physiological or homeostasis balance due to its antioxidant effect. Also,
selenium is important for the immune system, for that, it is a priority to study through ewe gestation
to define in detail the cellular and molecular functioning, both in vivo and in vitro. The present
study had as objectives: to evaluate the "organic selenium” effect on white blood cells, on handling
stress during ewe gestation; to know some productive parameters on the progeny, and to identify
differentially expressed genes associated with immune processes in in vitro follicles from ewes.
Four experiments were performed (three in vivo and one in vitro). For three experiments, 27 adult
ewes were used, ewes were randomized into two groups: 1) control, without extra selenium (S-Se;
n = 11), only 0.24 mg animal™ day* (contained naturally in the diet); 2) treated group (C-Se; n =
16) with 0.3 mg animal™ day™ of organic selenium plus 0.24 mg animal™ day* from diet (final
concentration: 0.54 mg animal™ day?). For the in vitro experiment, follicles from ewes were
cultured with selenium. In the first experiment, neutrophils showed differences by treatment and
time (P < 0.05) at day nine of embryonic development; basophils, four days after starting the
treatment with “organic selenium showed significant differences (P < 0.05). In the second
experiment, the neutrophils showed differences (P < 0.05) at days 42 and 104 of fetal development

and basophils (P < 0.05) throughout all fetal development. The female lambs but not male lambs



from mothers C-Se had increase in weaning weight. In the third experiment, organic selenium
administration decreased heart rate (indicator of stress), before the stress produced by daily
management throughout pre-gestational and gestational development in ewes. In the fourth
experiment, gene microarray analysis of in vitro follicles, identified 2 538 differentially expressed
transcripts: 1 228 up-regulated and 1 310 down-regulated genes. Some main groups of up-
regulated genes were involved: for biological processes such as transcription and positive
regulation of cell migration; in cellular components such as cytoplasm and nucleus; in molecular
functions such as binding proteins and DNA. Also, 41 pathways were identified; of these, eight
pathways associated to immune system. It was concluded that selenium might be an alternative to
decrease daily handling stress, to regulate white blood cells, and to improve immune system quality
in ewe gestation and in in vitro follicles.

Key words: selenium, immunity, gestation, follicles, genes, microarray.
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INTRODUCCION GENERAL

El sistema inmunolégico es una organizacién de células y moléculas con funciones
especializadas en la defensa de los organismos vivos contra microorganismos extrafios
(Delves et al., 2017). En general, la funcion del sistema inmunolégico es mantener al
organismo en homeostasis. Cuando un animal esta gestante requiere de adaptaciones del
sistema inmune que permitan tolerar el feto semialogénico, resultado de la recombinacion
genética de sus padres (Robertson et al., 2015) y mantener el equilibrio inmunoldgico (Arias

y Villegas, 2010).

Durante la gestacion se crean mecanismos de tolerancia inmunoldgica que habilitan al
embrion para desarrollarse en el Gtero, como la actividad inmunosupresora de las células T
reguladoras, células asesinas naturales NK, células dendriticas y la actividad de macréfagos,
entre otros (Arias y Villegas, 2010; Vazquez-Rodriguez et al., 2011; Barafiao, 2011;
Martinez et al., 2011; Robertson et al., 2015). Todos estos mecanismos son interdependientes
y en conjunto, evitan el rechazo del embrion y feto. También se debe considerar que todas
las condiciones de estrés estimulan la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés) que producen estrés oxidativo y generan dafios a las células u organismo

perdiendose el equilibrio homeostatico.

Los antioxidantes suplementados pueden reducir potencialmente el dafio inducido por las
ROS y ayudar al sistema inmunoldgico de la madre y a su descendencia a mantener un
equilibrio homeostatico; en especial el selenio, como antioxidante que protege las células
contra radicales libres y elemento esencial, con propiedades necesarias para el adecuado

funcionamiento bioldgico-fisioldgico de muchos organismos (Kieliszek, 2019).

|1



El selenio tiene el potencial de reducir dafios y aumentar la capacidad de reparacion del
ADN (Kieliszek y Btazejak 2013; Kieliszek et al., 2018). El selenio y las selenoproteinas
pueden mantener el estado redox intracelular y proteger a las células sanas del dafio oxidativo

inducido por las ROS (Hariharan y Dharmaraj, 2020).

Se conoce que los foliculos y ovocitos de baja calidad tienen capacidad reducida para su
posterior desarrollo (Liu et al., 2012). El suplemento con selenio, tanto inorganico como
organico no solo puede mejorar el desarrollo folicular sino también el embrionario (Yang et
al., 2019). El selenio influyd en la expresion génica durante la maduracion del ovocito de
yak (bovino nativo de Asia Central) y beneficid la formacién y calidad de los blastocistos

(Xiong et al., 2018).

El consumo de selenio influye en la activacion y funciones de las células T y B del sistema
inmune (Hoffmann et al., 2010). El selenio es un inmunoestimulador que modula la
inflamacién y la inmunidad, influye en procesos proliferativos de células T y diferenciacion
de las células T auxiliares, interviene en la actividad de las células asesinas naturales (NK) y
en otras funciones de las células inmunitarias innatas (Huang et al., 2012). En condiciones
deficientes de selenio, las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas se ven afectadas al
disminuir la funcion de los neutrofilos, la produccién de anticuerpos, la proliferacion de
linfocitos T y B en respuesta a mitdgenos y la citodestruccion por linfocitos T y células

asesinas naturales (Avery y Hoffmann, 2018; Hefnawy y Tortora-Perez, 2010).

El selenio también actla a nivel transcripcional y postranscripcional (Labunskyy et al.,
2014; Lammi y Qu, 2018). Existe poca informacion sobre su efecto sobre el sistema inmune

durante la gestacion en ovejas y el efecto de “selenio organico” in vivo en ovejas gestantes,



asi como en expresion de genes relacionados con la inmunidad en foliculos in vitro. Por
consiguiente, es necesario conocer el efecto del “selenio organico”, lo cual permitira saber si
el selenio puede: mejorar la calidad del sistema inmunoldgico de la hembra gestante y
foliculos in vitro; disminuir el estrés de la hembra por el manejo cotidiano; ayudar a las ovejas
a presentar salud 6ptima por mejorar el sistema inmune durante la gestacion y, por Gltimo,

determinar si mejora los parametros productivos de la descendencia.

Objetivos
Objetivo general

Evaluar los efectos del “selenio organico” sobre las células inmunes de ovejas durante la
gestacién, conocer algunos parametros productivos en su progenie e identificar genes

asociados a procesos inmunes en foliculos in vitro.

Objetivos especificos

Evaluar la concentracion de células sanguineas blancas durante el desarrollo embrionario

en ovejas, en respuesta al “selenio organico”.

Determinar la concentracion de células sanguineas blancas durante el desarrollo fetal en
ovejas, en respuesta al “selenio organico” y conocer algunos parametros productivos

de los corderos nacidos de estas ovejas.

Evaluar el efecto del “selenio organico” ante el estrés por manejo: cortisol, parametros
fisiolégicos (temperatura rectal, frecuencia cardiaca y respiratoria) en ovejas

gestantes.

Identificar genes asociados a los procesos inmunes en respuesta al selenio.



Hipotesis
Hipétesis general
En ovejas suplementadas con “selenio organico” se incrementa el nimero de células
inmunes, aumenta el peso de los corderos nacidos y, en foliculos in vitro, se modula la

expresion de genes asociados a procesos inmunes.

Hipotesis especificas

e El suplemento con “selenio organico” incrementa el numero de células sanguineas
blancas durante el desarrollo embrionario.

e El suplemento con “selenio organico” incrementa el nimero de células sanguineas
blancas durante el desarrollo fetal.

e EIl suplemento con “selenio organico” a ovejas, antes de la gestacion, disminuye el
estrés por manejo.

e La selenometionina (SeMet) aumenta y modula el nivel de transcripcion de genes

asociados al sistema inmune en foliculos in vitro.

|4



REVISION DE LITERATURA
Inmunidad
El sistema inmunolégico es una organizacién de células y moléculas con funciones
especializadas en la defensa contra microorganismos extraios al organismo (Delves et al.,
2017). Esta constituido por drganos, sustancias quimicas y células, como leucocitos o

glébulos blancos, aunado a otros mecanismos inmunes.

Hay dos tipos de respuesta inmune; las cuales, se basan en parte, en su especificidad por
el antigeno: la respuesta innata (natural) y la respuesta adaptativa (especifica), respuestas que

juntas brindan proteccion efectiva (Snyder, 2017) contra sustancias extrafias al organismo.

El sistema inmunoldgico reacciona con dos funciones basicas: el reconocimiento de
sustancias y/u organismos extrafios que han penetrado las defensas externas y la eliminacion
de agentes infecciosos, mediante diversas células y moléculas que actlan en conjunto para

neutralizar la amenaza (Delves et al., 2017).

La respuesta inmunitaria puede dividirse desde el punto de vista funcional, en tres fases:
fase de reconocimiento del antigeno, fase de activacion de la respuesta y fase efectora. Las
capacidades de reconocimiento son altamente especificas y permiten que se desarrollen
respuestas inmunes contra diversos antigenos extrafios y previenen el desarrollo de respuestas
inmunes a los antigenos propios. Las respuestas inmunes presentan mecanismos efectores
para eliminar o neutralizar el antigeno; mientras que, la inmunidad adaptativa tiene la
caracteristica adicional de memoria. Las capacidades funcionales de reconocimiento y
respuesta del sistema inmunoldgico son componentes clave de las respuestas inmunitarias

tanto innatas como adaptativas (Snyder, 2017).



Inmunidad innata
La inmunidad innata o natural comprende a un grupo de mecanismos de primera linea de
defensa inespecificos; los cuales, actian inmediatamente o en un periodo de tiempo corto
después de la exposicion a antigenos (Snyder, 2017). El sistema inmunoldgico innato esta
compuesto por componentes estructurales, mecanismos y sistemas de barreras de defensas
que estan presentes antes de la manifestacion de la infeccion y que reconocen moléculas que
se encuentran con frecuencia en patdégenos invasores. Estos elementos de la inmunidad innata
permiten la contencidn de organismos mientras se genera o aumenta la respuesta inmune
especifica (Actor, 2012; Snyder, 2017). Algunos incluyen:
e Barrera anatémica (piel, membranas mucosas).
e Barrera fisioldgica (temperatura, pH bajo, mediadores quimicos, proteinas solubles
como lisozimas, interferones).
e Barreras fagociticas y endociticas (monocitos, macréfagos y neutrofilos).
e Barreras inflamatorias (fuga de liquido vascular).
e Células de la inmunidad innata: monocitos, macrofagos, neutrofilos, eosinofilos,
basodfilos, mastocitos, células dendriticas y células asesinas naturales (Actor, 2012;

Snyder, 2017).

Monocito/macréfago: Los monocitos son células inmaduras circulantes en el torrente
sanguineo, se establecen en los tejidos donde pasan a ser macréfagos. Dependiendo del tejido
en el que se encuentren reciben diferentes nombres; microglia, histiocito, osteoclasto,
macrofago alveolar y célula de Kupffer. Los macréfagos son fagociticos con capacidad de
matar e ingerir microbios, pueden generar citocinas y quimiocinas al comprometerse con sus

receptores de reconocimiento de patrones (PRR, pattern recognition receptor; Delves et al.,
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2017); también, contribuyen en la eliminacion de sustancias de desecho de los tejidos. Tanto
los monocitos como los macréfagos son importantes iniciadores de la respuesta inmunitaria
contra la invasién viral, se convierten en la célula predominante dentro de un foco de
infeccion. Los macrdfagos activados tienen mayor actividad quimiotéctica, actividad
fagocitica y poder digestivo (Burrell et al., 2017). También secretan mediadores
proinflamatorios en respuesta a bacterias y productos bacterianos, incluidos IL-1, IL-6, IL-8,

IL-12 y TNF-a (Actor, 2012).

Los macrofagos y mastocitos son células residentes en los tejidos, son las primeras células
inmunitarias dedicadas a detectar la presencia de patdgenos, en la deteccidn de infecciones y
en la amplificacion de las respuestas inmunitarias, a través de la produccién de citocinas,
quimiocinas y otros mediadores solubles como aminas y lipidos que facilitan la migracion de
celulas inmunes (como los neutrofilos) al sitio de una infeccion (Delves et al., 2017). En el
ganado ovino sano, los monocitos representan alrededor de 3% de los leucocitos sanguineos

(Ramirez, 2006).

Neutrofilos: Células altamente fagociticas, especializadas en acechar y capturar bacterias
extracelulares y levadura (Delves et al., 2017), se han considerado como células efectoras de
vida corta del sistema inmunitario innato, con capacidad limitada para la actividad
biosintética, tiene actividad principal en la resistencia contra patdgenos extracelulares e
inflamacién aguda, contribuyen a detectar y eliminar agentes extrafios, liberan redes de acido
desoxirribonucleico (ADN); las cuales, son conocidas como trampas extracelulares de
neutrofilos, que inmovilizan a los patdgenos. También son mediadores en los procesos de
inflamacién y actian para liberar citocinas, ademas, participan en el reclutamiento y la
comunicacion con macréfagos, linfocitos T y linfocitos B; similarmente, coordinan la
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respuesta inmune y contribuyen a la reparacion de tejidos dafiados (Mantovani et al., 2011;
Mdcsai, 2013). En rumiantes y particularmente en ovinos representan entre 30 % a 32 % de

neutrofilos del total de los leucocitos (Ramirez, 2006).

Basofilos y eosindfilos. Tienen respuesta frente a parasitos, sus granulos especializados
contienen sustancias como histamina, ADNasas, lipasas, peroxidasas, proteasas y otras
proteinas citotoxicas; ademas, secretan mediadores inflamatorios como leucotrienos,
prostaglandinas y diversas citocinas; las cuales, se liberan en presencia de alérgenos y sobre
los parasitos, para atacar y romper la dura cuticula externa, proceso denominado
desgranulacion (Delves et al., 2017). En ovejas, los eosintfilos se reportan como 8 % del
total de leucocitos en sangre periférica y con respecto a basofilos, alrededor del 0.5 %

(Ramirez, 2006).

Células asesinas naturales (NK). Linfocitos grandes con granulos citoplasméticos, estos
granulos contienen perforina, proteina que puede producir poros en las membranas
plasmaéticas; ademas, granzimas, que pueden administrarse a células diana para iniciar la
apoptosis. También producen una variedad de citocinas que se superponen a las producidas
por las células T activadas. Las células NK tienen propiedades funcionales que se asemejan

a subconjuntos de linfocitos T activados (Biron, 2016).

Las células NK expresan un repertorio de receptores activadores e inhibidores calibrado
para asegurar la auto-tolerancia, al tiempo que permite la eficacia contra ataques como la
infeccion viral y desarrollo de tumores. También pueden montar una forma de memoria
inmunologica especifica de antigeno (Vivier et al., 2011). Las células NK desempefian un

papel esencial en la defensa, al estimular la muerte de células infectadas por apoptosis vy al



preparar la respuesta adaptativa mediante la secrecion de varias citocinas, incluido interferén
v, factor de necrosis tumoral a (TNF-a), IL-4 e 1L-13 (Burrell et al., 2017). En ovinos se
encuentra entre 3 % y 9 % de células asesinas naturales del total de los leucocitos y, con
respecto a los linfocitos circulantes, representan entre el 7.5 % y 12.6 % (Elhmouzi-Younes

etal., 2010).

Células dendriticas (CD). Se desarrollan a partir de un precursor linfoide, circulan como
células similares al plasma y luego migran al tejido linfoide. Son células presentadoras de
antigeno (APC) especializadas, secretan niveles elevados de Interferon (IFN) de tipo 1y

tienen funciones clave en la defensa temprana contra infecciones virales (Biron, 2016).

Las CD tienen largas extensiones membranosas para estudiar el entorno local y son
fagociticas (McDonald y Levy, 2019), su funcion principal es el muestreo del entorno tisular
mediante macropinocitosis continua y fagocitosis de material extracelular (Delves et al.,
2017). Ademas, vinculan las respuestas inmunes innatas a adaptativas después de la
activacion por microbios, asimismo expresan una variedad de receptores de reconocimiento
de patrones (PRR), que les permiten responder a los microbios mediante la captacion de

antigenos y la secrecion de citocinas.

Las células dendriticas (CD) activadas captan rapidamente el antigeno y luego se dirigen
a los ganglios linfaticos; durante su migracion a los ganglios linfaticos, las CD maduran y se
convierten en células presentadoras de antigeno (APC) eficientes. Una vez en el ganglio
linfatico, las CD expresan altos niveles de moléculas coestimuladoras, como B7 e IL-12p70
y presentan antigeno a las células T, induciendo su diferenciacion en células T efectoras

(Th1) (McDonald y Levy, 2019).



El sistema inmunoldgico innato también puede distinguir entre microbios intracelulares
(virus) y extracelulares (bacterias extracelulares) e iniciar diferentes tipos de respuestas; lo
anterior, para controlarlos mediante mecanismos de reconocimiento intrinsecos y extrinsecos
de células en células infectadas o no infectadas, respectivamente. El sistema innato puede
actuar a través de interacciones PRR-PAMP y patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMP)], inicia la inflamacion aguda y otros efectos citotoxicos y no citotoxicos en los
microbios; también, puede activar el sistema del complemento a través de la via alternativa
0 de la manosa/lectina donde forma un complejo de ataque a la membrana que mata a los
microbios al perforar sus membranas celulares. Por Gltimo, el sistema inmunitario innato
puede iniciar y mantener respuestas inmunitarias adaptativas, principalmente contra los
microbios (Snyder, 2017). En general, tras la activacion, las células del sistema inmune
innato se regulan mediadores inflamatorios e incrementan la expresion de moléculas

coestimuladoras y de adhesion que activan el sistema inmune adaptativo (Ciraci et al., 2012).

Inmunidad adquirida

La inmunidad adaptativa o adquirida es un grupo de segunda linea de respuestas
especificas que ocurren dias 0 semanas después de la exposicion a antigenos microbianos.
Las respuestas adaptativas son muy especificas de los antigenos de los géneros o especies
particulares de microbios que las inducen, y la respuesta es recordada por el sistema
inmunitario. Las defensas y mecanismos de la inmunidad adaptativa incluyen (1) inmunidad
mediada por células, linfocitos T contra patdgenos intracelulares, y (2) inmunidad humoral,

mediada por linfocitos B contra patogenos y toxinas extracelulares (Snyder, 2017).
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La respuesta inmune adaptativa tiene tres caracteristicas que la diferencian de la

inmunidad innata:

» Especificidad inmunoldgica, capacidad de las células de la respuesta adaptativa para
reconocer diferencias sutiles en patdgenos.

« Auto y no auto-discriminacion, capacidad de reconocer y actuar contra moléculas
extrafias mientras permanece inactivo frente a si mismo.

*  Memoria, el potencial para recordar un encuentro previo con un patdgeno y

reaccionar de manera amplificada al reexponerse al mismo patégeno (Moticka, 2016).

Linfocitos T: Son pequefias células no granulares, se originan en la médula 6sea y migran
al timo, donde se someten a procesos de diferenciacidn, seleccion y maduracion antes de salir
a la periferia como linfocitos efectores (Snyder, 2017). Las células T se pueden subdividir en
tres subconjuntos amplios: T auxiliares (Th), T citotoxicos (Tc) y T reguladores (Treg). Las
células T -auxiliares (Th) ayudan a las células B a producir anticuerpos, las células T -
citotoxicas (Tc) matan las células infectadas por virus y las células T -reguladoras (Treg)
controlan acciones de otras células T (Delves et al., 2017). Los linfocitos T expresan gran
diversidad de receptores para antigenos capaces de reconocer amplia variedad de sustancias
extrafias (Diaz et al., 2013). En ovinos los linfocitos constituyen aproximadamente 60% de

la poblacion de leucocitos (Ramirez, 2006).

Las células B emergen de la médula 6sea y migran directamente a los tejidos linfoides,
desempefian funciones importantes en el sistema inmunitario, actGan como células
presentadoras de antigenos, secretan citocinas, establecen la arquitectura de los érganos

linfoides, e influyen en la accién de otras células, y como las células productoras de
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anticuerpos del sistema inmunitario adaptativo (Merlo y Mandik-Nayak, 2013). Otra funcién
de las células B es la diferenciacién hacia células B de memoria, estas células B de memoria
producen anticuerpos de alta afinidad e isotipos que protegen permanentemente al recordar
los antigenos que las estimularon, el tipo de respuesta (de 1gG, IgA o IgE) y los patrones de

produccidn de citocinas eficientes en la resolucion de la infeccidn inicial (Prieto et al., 2013).

El desarrollo de los linfocitos B se produce en dos fases, una fase independiente del
antigeno en los tejidos linfoides primarios, seguida de una fase dependiente del antigeno en
los tejidos linfoides secundarios. Después de la fase de desarrollo independiente del antigeno,
los linfocitos B expresan IgM e 1gD en su superficie, lo que significa un linfocito B maduro.
En la fase dependiente de antigeno, los linfocitos B maduros activados por antigeno se
diferencian en células plasmaéticas secretoras de IlgM o cambian a otro isotipo de anticuerpo

(Snyder, 2017).

Lainmunidad celular, respuesta inmune mediada por la accién de linfocitos T, constituye
el principal mecanismo de defensa contra microorganismos intracelulares promoviendo la
destruccién de éstos (Toche, 2012). Los linfocitos T se dividen en dos subpoblaciones

principales: linfocitos TCD4" y linfocitos TCD8".

Las células TCD4" actian como células "auxiliares" que proporcionan sefiales que
inducen a las células B o a las células TCD8* a proliferar en respuesta a una célula
presentadora de antigeno profesional (APC). Las sefiales proporcionadas por las células
CD4* involucran moléculas de superficie auxiliares que interactdian con moléculas de ligando
afines en la superficie de las células TCD8* o células B que responden al antigeno. Las

células CD4* se pueden dividir en varios subtipos definidos por citocinas especificas
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producidas y funciones realizadas, incluidas las células Thl, Th2, Th9, Thl7, TFH y Treg

(Wherry y Masopust, 2016).

Los linfocitos CD8*, cuando se activan, se convierten en linfocitos T citotoxicos (CTL),
la célula efectora del linaje CD8". Los CTL inician una respuesta local que incluye dos
componentes, un ataque litico sobre las células diana que portan un epitopo extrafio y la
produccion de citocinas que pueden atraer células inflamatorias al sitio local, lo que resulta
en un ataque indirecto sobre el patégeno (Wherry y Masopust, 2016). Estas células T
citotoxicas atacan directamente a las células y destruyen aquellas que son malignas o

infectadas con virus (Cox et al., 2013).

La inmunidad humoral es mediada por anticuerpos o inmunoglobulinas que son
secretados por las células B (Toche, 2012). Hay cinco isotipos de inmunoglobulina (IgM,
IgD, IgA, IgE 1gG), cada uno con propiedades y funciones Unicas. Las diferentes clases
responden a diferentes tipos de antigenos y tienen diferentes capacidades para activar varias

vias para neutralizar y eliminar patdgenos (Merlo y Mandik-Nayak, 2013).

Por tanto, la inmunidad humoral depende de las células B, mientras que la inmunidad

celular depende de las células T.

Inmunidad gestacional

La gestacion requiere adaptaciones en los sistemas inmunes maternos, innato y adaptativo,
que permitan tolerar al feto “semialogénico”, resultado de la recombinacion genética de sus
padres (Robertson et al., 2015). La gestacion en si misma constituye un acontecimiento de

equilibrio inmunoldgico (Arias y Villegas, 2010).
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Durante la gestacion se crean mecanismos de tolerancia inmunolégica que le permiten al
embrion desarrollarse en el Gtero. Todos estos mecanismos son interdependientes y en
conjunto evitan el rechazo del embrion y feto. Entre los mecanismos que regulan el sistema
inmunolégico materno durante la gestacion, para generar una respuesta tolerogénica se
encuentran: factores fetales, maternos y placentarios, la generacion de anticuerpos y de
proteinas inmunomoduladoras, como las hormonas sexuales femeninas (estrégenos,
progesterona), la produccion de citocinas, el balance de citocinas Th1/Th2 de células T, la
actividad de ciertas células inmunocompetentes o la actividad inmunosupresora de los
linfocitos T reguladores, las células NK y las células dendriticas, el efecto de la apoptosis y
la actividad de los macréfagos, entre otros mecanismos; por parte del embrion (Arias y
Villegas, 2010; Véazquez-Rodriguez et al., 2011; Barafiao, 2011, Martinez et al., 2011,

Robertson et al., 2015).

Durante el primer trimestre se mantiene un patrén Th2, al final del tercer trimestre
predomina un patron de citocinas tipo Th1l, este cambio en el perfil de citocinas es necesario
para el inicio del parto (Martinez et al., 2011). La exposicion prolongada a las citocinas Thl
es perjudicial para el embarazo, mientras que las citocinas Th2 son necesarias para estimular
la invasion del blastocisto y la formacion de vasos sanguineos durante el periodo de
implantacion (balance de las citocinas Th1/Th2) y el desequilibrio entre estas puede ser

responsable de provocar abortos espontaneos (Cerkiené et al., 2010).

Los leucocitos maternos estan presentes durante toda la gestacion, sin embargo, las
frecuencias de la poblacion cambian, en el primer trimestre (implantacion y la invasion/
remodelacion del trofoblasto), las células NK deciduales (dNK) comprenden la mayoria (~
70 %) de las células inmunitarias, seguida de los macrofagos (20-25 %) y las células T (3-10

114



%) (Manaster y Mandelboim, 2010; Kwan et al., 2014; Nancy y Erlebacher, 2014; Liu et al.,

2017).

Las células NK uterinas (UNK) desempefian un papel importante en la modulacién de la
invasion del trofoblasto, la angiogénesis y la remodelacion vascular, producen elevadas
concentraciones de factores de crecimiento, factores angiogénicos y citocinas, estas regulan
el desarrollo placentario, la implantacion y aumenta la disponibilidad de sangre materna en
el sitio de implantacion (Liu et al., 2017; Ander et al., 2019), asimismo, la funcion principal
de células uNK es ayudar en el desarrollo fetal y proteger al feto contra patdgenos externos
(Manaster y Mandelboim, 2010). La ausencia de células uNK en la gestacion en ratones se
asocia con menor viabilidad del feto y formacion anormal de la estructura decidual y arterias

espirales en el sitio de implantacion (Hofmann et al., 2014).

Los macrdfagos persisten durante toda la gestacion, sus funciones estan asociados con la
presentacion de antigenos a linfocitos T, degradan la matriz extracelular, regulan la apoptosis
y fagocitosis de bacterias, y restos celulares que se producen durante la implantacion. Estas
células son fundamentales para defensa del hospedador, invasion del trofoblasto,
remodelacion vascular, homeostasis del tejido uterino y modulacion inmunitaria (Bulmer et
al., 2010; Abumaree et al., 2012; Svensson-Arvelund et al., 2015; Liu et al., 2017). Al
término del embarazo, los macréfagos tienen bajos niveles de moléculas coestimuladoras de
células T (CD80/ CD86), producen indolamina 2,3-dioxigenasas a las que se les ha atribuido
accion en la prevencion de células T maternas (dificultan la activacion de las células T) y
catabolizan el triptofano (Vacca et al., 2010; Martinez et al., 2011; Grozdics et al., 2014).
También pueden tener un papel antimicrobiano en la proteccion del feto contra las
infecciones (Tang et al., 2015).
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Las células dendriticas (CD) constituyen solo el 1 - 2 % de todos los leucocitos presentes
en la decidua materna, juegan un papel importante en el mantenimiento del embarazo al
inducir tolerancia hacia el feto, regulan la diferenciacion de las células del estroma y las
respuestas vasculares asociadas con el proceso de implantacion (Lee et al., 2014; Sanchez et
al., 2016). Tanto los macrofagos deciduales y las células dendriticas son importantes para la
defensa contra las infecciones y pueden ser fundamentales tanto en la remodelacién de la

arteria espiral como en la inmunomodulacion durante el embarazo (Liu et al., 2017).

Los neutrofilos aumentan las trampas extracelulares de neutréfilos (NET) y especies
reactivas de oxigeno (ROS) durante la gestacién, con aumento continuo durante el progreso
de la misma (Giaglis et al., 2016). Mientras la fagocitosis de neutrdfilos es alterada durante
la gestacién, esta funcion fagocitica disminuida puede ser parte de la inmunosupresion

materna, que es esencial para la proteccion del feto semialogénico (Lampé et al., 2015).

Los recuentos de eosinofilos y baséfilos no se ven afectados por la gestacion (Abu-Raya
et al., 2020). Mientras que los monocitos al igual que los neutréfilos aumentan durante la
gestacion y disminuye su funcion fagocitica, comenzando en el primer trimestre (Koldehoff
et al., 2013; Lampé et al., 2015). Una gestacion sana se caracteriza por condicion
proinflamatoria, con aumento y activacion de monocitos, asi como con mayor nimero de
monocitos intermedios y disminucion en el nimero de monocitos clasicos (maduracion de
los monocitos) (Faas y Vos, 2017). Asimismo, estas células contribuyen a la proteccion del
feto en crecimiento de los microorganismos, ayudan al desarrollo de la placenta al promover

la invasion del trofoblasto, la remodelacion vascular y el proceso de parto (Tang et al., 2015).
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Dentro del sistema inmunoldgico adaptativo, las células TCD8", las células T efectoras
CD4*, las células T reguladoras Foxp3+y las células T supresoras CD4*HLA-G* son actores
potenciales en el mantenimiento de la tolerancia inmune hacia el feto semialogénico,
expresan actividad inmunosupresora y mantienen la homeostasis del sistema (Xing y Qi,
2010; Erlebacher, 2010; Liu et al., 2017). Algunas células T protegen a la placenta del

rechazo inmunoldgico y facilitan la implantacion del embrion (Nancy y Erlebacher, 2014).

Las células B pueden producir anticuerpos, captar, procesar y presentar antigenos, asi
como producir varias citocinas que influyen en la inmunidad, estas células participan
activamente tanto en el bienestar del embarazo como en las patologias asociadas al embarazo.
Las células B se pueden dividir en dos subpoblaciones diferentes: células B1 y B2. Las
células B2 son responsables de la produccion de anticuerpos protectores, mientras que B1
parece ser la fuente de autoanticuerpos relacionados con las complicaciones del embarazo

como abortos (Muzzio et al., 2013).

El selenio

El selenio fue descubierto por el quimico sueco Jons Jacob Berzelius, (1817); es uno de
los elementos quimicos de la tabla periddica y se considera no metal, es esencial para diversos
organismos y regula propiedades necesarias para el buen funcionamiento bioldgico,

fisioldgico de muchos organismos.

El selenio es incorporado en pequefias cantidades, por ser tdxico a niveles elevados.
Existen dos formas para ser incorporado a la dieta: selenio inorgéanico (selenito y selenato) y
“selenio organico” (selenometionina) (SeMet), selenocisteina (SeCys) y levadura selenizada

(Se-levadura). La levadura selenizada contiene mas de 60 tipos Unicos de selenio
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(Arnaudguilhem et al., 2012); en la industria comercial existe extensa variacion de tipos de
levadura selenizada cuyos criterios de uso son: > 60 % SeMet y <2 % de selenio inorganico
en cuanto al selenio total, un valor mayor al 2 % de selenio inorganico podria indicar que la
levadura contiene selenio de menor calidad (Bierla et al., 2012). Las formas inorganicas de
selenio son menos efectivas en comparacion con las formas organicas que tienen una mejor

biodisponibilidad y menor toxicidad (Shini et al., 2015).

La principal funcion del selenio es como antioxidante, mediante la proteccion contra el

estrés oxidativo, al eliminar los radicales libres (Kieliszek, 2019).

Selenio en la inmunidad
El sistema inmunoldgico se ve afectado por niveles de selenio en la dieta y la expresion
de selenoproteinas. En condiciones de deficiencia de selenio, las respuestas inmunitarias

innatas y adaptativas se deterioran (Avery y Hoffmann, 2018).

La deficiencia de selenio disminuye la resistencia a infecciones bacterianas y virales.
También, disminuye la funcion de los neutrofilos, la producciéon de anticuerpos, la
proliferacion de linfocitos T y B en respuesta a mitdgenos, la citodestruccion por linfocitos
T y las células asesinas naturales, asimismo la suplementacion con selenio induce alta
concentracion de 1gG en el suero y el calostro (Sordillo, 2013; Hefnawy y Tortora-Perez,

2010).

El selenio es un inmunoestimulador, media la inflamacion y la inmunidad, influye en los
procesos de proliferacion de células T, en la diferenciacion de células T auxiliares, interviene
en la actividad de las células asesinas naturales (NK) y en otras funciones de células

inmunitarias innatas (Huang et al., 2012), modula la respuesta inflamatoria a través de los
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niveles de interleucina (IL) -1p e IL-6 y mejora significativamente la mecénica respiratoria
(Mahmoodpoor et al., 2018). Ademaés, la administracion dietética de selenio eleva niveles de
expresion y traduccion de ARNm que codifica para selenoproteinas y genes implicados en

inflamacién y respuestas de interferon y (IFNy) (Tsuji et al., 2015).

El suplemento con selenio incrementa el porcentaje de muerte bacteriana debido a los
neutréfilos y aumenta los anticuerpos KLH en ovejas afectadas por pododermatitis (gabarro)
(Hall et al., 2013). Concentraciones altas de selenio pueden proteger a los neutréfilos del
estrés oxidativo enddgeno (Kose y Naziroglu, 2014) y pueden conducir a aumentos
significativos en actividad fagocitica de macréfagos, asimismo, mejoran la funcién del
sistema inmunoldgico durante una fase de salud comprometida (enfermedad) (Salles et al.,

2014; Aribi et al., 2015).

Algunos estudios encontraron que el selenio y selenoproteinas pueden regular funciones
de migracion y fagocitosis en los macrofagos (Carlson et al., 2010). También, el selenio
induce cambios fenotipicos en la activacion de los macréfagos desde fenotipo
proinflamatorio de activacion clésica hacia fenotipo antiinflamatorio, activado

alternativamente (Nelson et al., 2011).

En la inmunidad adaptativa el consumo de selenio influye en activacién de funciones de
celulas T y B. Niveles altos de selenio in vivo tiene efecto positivo sobre la proliferacion y
diferenciacion de células T auxiliares (Th) del grupo de diferenciacion 4+ (Hoffmann et al.,

2010).
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Selenio en la reproduccidon y gestacion

El selenio mejora la eficiencia reproductiva, puede incrementar la tasa de paricién y
fertilidad, asi como, las contracciones uterinas. El suplemento con Se puede reducir la
incidencia de metritis y quistes ovaricos durante el periodo posparto, aumenta la fertilidad al
reducir la muerte embrionaria durante el primer mes de gestacion (Mehdi y Dufrasne, 2016).
En machos, incrementa el nimero de espermatozoides adheridos a la zona pelcida, ayuda a
tener mejor motilidad espermatica, viabilidad y libido (Mufioz et al., 2009; Ahsan, et al.,

2014).

En el sexo masculino, las selenoproteinas GPx1, GPx3, mGPx4, cGPx4 y GPx5, protegen
a los espermatozoides contra el dafio oxidativo durante todo el proceso de maduracion,
mientras que las selenoproteinas mGPx4 y snGPx4 sirven como componentes estructurales
de espermatozoides maduros. Por tanto, el selenio y las selenoproteinas aseguran la
viabilidad de los espermatozoides y proporcionan proteccion contra las ROS. Tanto la
ausencia como la deficiencia de selenoproteinas, ademas de, niveles altos de selenio durante
la espermatogénesis, dan como resultado espermatozoides anormales y también puede afectar
la calidad y la fertilidad del semen; por lo que el selenio debe estar en cantidad 6ptima para

mantener la funcion reproductiva y evitar la infertilidad (Ahsan et al., 2014).

En el sexo femenino, el suplemento con selenio (inorganico y/u organico), puede mejorar
el potencial de desarrollo de embriones, ovocitos, la fisiologia ovérica (Ceko et al., 2015;
Yang et al., 2019). Ademas, el selenio influye en la expresidn génica durante la maduracién
del ovocito de yak (bovino nativo de Asia Central) y beneficia la formacion y calidad de

blastocistos (Xiong et al., 2018). También puede regular positivamente los sistemas
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antioxidantes enddgenos y proteger a las células del trofoblasto del estrés oxidativo (Watson,

etal., 2012).

El selenio reduce la muerte celular y modula los niveles de ARNm proapoptotico (p53 y
Bim) y antiapoptotico (NF-kB y Bcl2) de las células foliculares tiroideas (Nettore et al.,
2017). El selenio es importante en la proliferacion y esteroidogénesis, al activar las vias
PI3K/Akt y AMPK, al aumentar la expresion de genes relacionados con el ciclo celular y la

sintesis de esteroides, y al regular el estrés oxidativo celular (Yao et al., 2018).

El suplemento con selenio a la madre como a la descendencia, es esencial para la salud
Optima y la proteccion a la descendencia contra el estrés oxidativo. La suplementacion
prenatal con selenio facilita la eficacia del sistema antioxidante en el momento del
nacimiento, mientras que la suplementacion postnatal con selenio se convierte en el principal
determinante del estado de selenio y salud en la progenie después de los primeros dias de

vida (Pappas et al., 2019).

La suplementacion supranutricional de selenio en ovejas gestantes con restriccion
nutricional promovié un mejor crecimiento fetal, al aumentar la masa fetal, de lo que se puede

inferir que el selenio tiene efecto conservador (Meyer et al., 2010; Vonnahme et al., 2010).

El selenio ayuda en la supervivencia y crecimiento de corderos (Mufoz et al., 2009); es
decir, promueve mayor rendimiento de corderos por oveja (Stewart et al., 2012) y

proporciona mayores tasas de crecimiento al destete (Parraguirre et al., 2015).
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Selenio y su accion ante el estreés

Todas las condiciones de estrés estimulan la generacion de ROS mediante la disminucion
del acoplamiento de oxidacion y fosforilacion en las mitocondrias que resulta en mayor fuga
de electrones y sobreproduccién de radicales superdxido. Una vez que la produccion de ROS
excede la capacidad del sistema antioxidante, para neutralizarlos, se desarrolla la
peroxidacion de lipidos que puede resultar en dafio de lipidos insaturados en la membrana y
alteracion de la integridad celular. El estrés oxidativo se produce debido a la acumulacion
gradual de dafio por los radicales libres que se generan durante el metabolismo normal, y se
considera uno de los principales mecanismos subyacentes al envejecimiento del organismo

(Salmon et al., 2010).

El aumento de ROS y la acumulacion de estrés oxidativo durante el envejecimiento
ovarico contribuyen a la atresia folicular y la disminucion cuantitativa y cualitativa de
ovocitos, tiene impacto negativo en la maduracion de ovocitos, la fertilizacion y el desarrollo

embrionario (Limy Luderer, 2011).

En animales, la exposicion materna a condiciones de estrés durante el final de la gestacion
puede afectar la transferencia transplacentaria activa de 1gG o disminuir el contenido de 1gG
del calostro materno y puede afectar la absorcién intestinal en los recién nacidos (Merlot et

al., 2008).

La reduccion del estrés oxidativo mediante la suplementaciéon de antioxidantes reduce
potencialmente el dafio inducido por ROS, y asi, puede mantener la cantidad y calidad de
ovocitos y foliculos. La enzima glutation peroxidasa (GPX) ayuda a controlar la produccion

excesiva de radicales libres. Otras selenoproteinas como la selenoproteina-S regulan las
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citocinas inflamatorias y la selenoproteina-P para asi funcionar como inductora de
homeostasis. El selenio y selenoproteinas con propiedades antioxidantes pueden mantener el
estado redox intracelular y proteger a las células sanas del dafio oxidativo inducido por las

ROS (Hariharan y Dharmaraj, 2020).

Selenio y la expresién génica
El selenio es un regulador clave al incorporarse a selenoproteinas para actuar a nivel

postranscripcional y transcripcional (Labunskyy et al., 2014; Lammi y Qu, 2018).

El selenio tiene el potencial de reducir dafio del ADN y aumentar la capacidad de
reparacion, debido al efecto antioxidante de las selenoproteinas como la GPX, que elimina
las ROS antes de causar dafio al ADN, protege los acidos grasos, los globulos rojos, la
hemoglobina, y componentes celulares como las membranas y el ADN (Kieliszek y Btazejak,

2013; Kieliszek et al., 2018).

En algunos estudios en ovejas se ha encontrado que la suplementacion supranutricional
de levadura con selenio aumenta la expresion de genes de selenoproteina implicados en la
inmunidad innata, aumenta la selenoproteina S, la GPX 4 y disminuye las yodotironina
desyodinasas 2 y 3, en sangre; también, incrementa los perfiles de la expresion de algunos
genes en los neutrofilos asociados con la inmunidad innata como la L-selectina, el receptor

de IL-8 y el receptor tipo Toll 4 (Hugejiletu et al., 2013).

En corderos el suplemento con selenio aumenta la expresion de ARNm de
apolipoproteina E (APOE) y lipoproteina lipasa (LPL) en musculo y LPL en higado. Los

patrones de expresion de ARNm de varias selenoproteinas dependen en gran medida de los
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niveles de selenio en la dieta, y su expresidn se rige por principios jerarquicos y mecanismos

especificos de tejido (Juszczuk-Kubiak et al., 2016).

La suplementacién a corto plazo de altos niveles de “selenio organico” a ovejas, puede
modular el proceso de transcripcion y enceder el sistema inmunoldgico. Asimismo, regula
positivamente las siguientes selenoproteinas: proteina de union a selenio 1 (SELENBP1),
selenoproteina W1 (SEPW1), glutation peroxidasa 3 (GPX3) y septina 8 (SEPT8) (Elgendy

etal., 2016).

Selenoproteinas

Las selenoproteinas son proteinas que contienen selenio o proteinas que contienen al
menos una selenocisteina (Sec). Las selenoproteinas se encuentran involucradas en diversas
vias moleculares y funciones bioldgicas. Se han identificado mas de 50 selenoproteinas, 30

en mamiferos y alrededor de 25 en humanos (Metanis y Hilvert, 2014).

Las selenoproteinas se pueden clasificar en subfamilias de acuerdo a la funcion celular
desempefiada: implicadas en antioxidacion (GPX1, GPX2, GPX3, GPX4), regulacién redox
(TXNRD1, TXNRD2, TXNRD3, MSRB1, SELENOH, SELENOM, SELENOW),
metabolismo de la hormona tiroidea (DIO1, DIO2, DIO3), transporte y almacenamiento de
selenio (SELENOP), entre otras (Pitts y Hoffmann, 2018). En el Cuadro 1 se presentan

algunas de las principales selenoproteinas y sus funciones.
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Cuadro 1. Selenoproteinas y sus funciones.

Selenoproteina

Abreviatura (s)

Funcién

Glutation

peroxidasa citosdlica

GPX1

Antioxidante, reduce H20: celular.

Glutation GPX2 Reduce peroxidos en el intestino.

peroxidasa

gastrointestinal

Glutation GPX3 Antioxidante en plasma, reduce perdxidos en

peroxidasa sangre.

plasméatica

Hidroperoxido de GPX4 Reduce perdxido de fosfolipidos, desintoxicacion

fosfolipido glutation de hidroperoxidos lipidicos, metabolismo de

peroxidasa lipidos.

Tiorredoxina TRXRD1, TR1 Localizada en citoplasma y ndcleo; regenera la

reductasa tipo | tiorredoxina reducida.

Tiorredoxina TRXRD2, TR3 Localizada en mitocondrias; regenera la

reductasa tipo 11 tiorredoxina reducida.

Tiorredoxina TRXRD3, TR2, Expresion especifica de testiculos; regenera la

reductasa tipo 111 TGR tiorredoxina reducida.

Yodotironina DIO1 Importante para los niveles sistémicos de

desyodinasa tipo | hormona tiroidea activa.

Yodotironina DIO2 Enzima reticulo endoplasmético importante para

desyodinasa tipo 11 los niveles de hormona tiroidea activa local,
activacion de hormonas; desyodacion de T4 a Ts

Yodotironina DIO3 Inactiva la hormona tiroidea, inactivacion de

desyodasa tipo 111 hormonas, conversion de T4 en rTs

Metionina sulféxido MSRB1, SelR Reduce las metioninas sulfoxidadas en proteinas.

reductasa B1

Selenoproteina F SELENOF Plegado de proteinas

Selenoproteina H

SELENOH, SelH

Localizacién nuclear; involucrada en la deteccion

y transcripcion redox.
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Selenoproteina Abreviatura (s)

Funcién

Selenoproteina | SELENOI, Sell,
EPT1

Posiblemente involucrada en la biosintesis de

fosfolipidos.

Selenoproteina K SELENOK, SelK

Proteina transmembranal localizada en el reticulo
endoplasmatico (RE), involucrada en flujo de
calcio en las células inmunes y degradacién

asociada al RE en lineas celulares.

Selenoproteina M SELENOM, SelM

Proteina residente del RE similar a la
tiorredoxina, puede estar involucrada en
regulacion de peso corporal y metabolismo

energetico.

Selenoproteina N SELENON, SelN,
SEPN1, SepN

Proteina transmembranal localizada en el RE.

Selenoproteina O SELENOO, SelO

Proteina mitocondrial que contiene un motivo

CXXU sugestivo de funcion redox.

Selenoproteina P SELENOP, SelP,
Seppl

Propiedades antioxidantes, mantenimiento de
homeostasis del selenio, almacenamiento y
transporte de selenio a través del plasma a ciertos
tejidos, especialmente en testiculos y cerebro.

Selenoproteina S SELENOS, SelS,
SEPS1,
SELENOS, VIMP

Proteina transmembrana encontrada en el RE
involucrada en la degradacion asociada al RE
degradacion de proteinas asociada al RE de

plegamiento de proteinas.

Selenoproteina T SELENOT, SelT

Proteina del RE involucrada en la movilizacion de

calcio.

Selenoproteina V SELENOQV, SelV

Expresion testicular especifica.

Selenoproteina W SELENOW,
Selw, SEPW1

Funcion antioxidante putativa, quizas importante

en el crecimiento muscular.

Selenofosfato SPS2

sintetasa

~ Tomado de Pitts y Hoffmann (2018) y modificado.

Participa en la sintesis de todas las

selenoproteinas, incluido el de ella misma.
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Microarreglos o Microarray

La palabra microarray deriva del griego mikro (pequefio) y del inglés array (distribucién
ordenada). Un microarreglo consiste de un portaobjetos de vidrio al que se adhieren
moléculas de ADN monocatenarias en ubicaciones fijas (puntos), cada punto relacionado con
un solo gen. Los microarreglos miden la cantidad de ARNm para cada gen. El valor de la

expresion de un gen es una medida de luminiscencia relacionada con el ARNm presente.

Existen variaciones de tecnologias en microarreglos, la mas popular es para comparar la
abundancia de ARNm en dos muestras diferentes (muestra de interés y testigo), de ambas
muestras se extraen el ARN y se marcan con fluorocromos diferentes. EI material obtenido
de las muestras se pone en contacto con el arreglo (array), hibridando aquellas que se
complementen con las sondas. Para medir la abundancia relativa del ARN hibridado, la
matriz se excita con un laser. Si el ARN de la muestra es abundante, el punto sera rojo, si el
ARN del control es abundante, sera verde. Si la muestra y el control se unen por igual, el
punto sera amarillo, mientras que, si ninguna de ellas se une, no emitira fluorescencia y
aparecera negro (Figura 1). Por tanto, a partir de las intensidades de fluorescencia y los
colores de cada punto, se pueden estimar los niveles de expresion relativa de los genes en la

muestra y el testigo (Brazma y Vilo, 2000).
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Figura 1. Imagen de la muestra del escaneo del microarreglo de raton que contiene mas de
20000 genes, utilizado para determinacion del nivel de expresion génica de foliculos in vitro

expuestos a “selenio orgénico”.

En general, los estudios de microarreglos combinan técnicas de hibridizacion de acidos
nucleicos y deteccion por fluorescencia. Existen diversos tipos de microarreglos los mas
comunes son: microarreglos de cDNA, microarreglos de oligonucledtidos, microarreglos de
proteinas y microarreglos de tejidos. Los microarreglos generan grandes cantidades de
perfiles de expresion génica y podrian utilizarse para diagnosticar enfermedades (Zeebaree

etal., 2018).

Los microarreglos son reproducibles y aportan gran cantidad de informacion sobre la
regulacion de expresion génica en condiciones normales y patoldgicas o de interés, como

cancer (Guan et al., 2019) y otros trastornos en la salud (Leday et al., 2018). Los
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microarreglos deben validarse con posterioridad mediante técnicas de PCR cuantitativa, ya
que en su lectura existen problemas de estandarizacion y otras fuentes de variabilidad como:
dilucion de las muestras bioldgicas, sensibilidad indeterminada a factores y procedimientos
mal estandarizados y controlados (temperatura y volimenes de disoluciones), diversidad de
procedimientos de procesamiento de datos, sistemas inapropiados de analisis de datos,
analisis de iméagenes, deteccion de puntos, correccion de fondo, normalizacién y diversas
técnicas de control de calidad, entre otros (Koschmieder et al., 2011). Los microarreglos
siguen siendo la eleccién mas comun de los investigadores cuando realizan experimentos de
perfiles transcripcionales, debido a que es mas barato que RNA-Seq, asimismo se ha
demostrado alta correlacion entre los perfiles de expresion génica generados por las dos

tecnologias de secuenciacion de RNA-Seq y microarrays Affymetrix (Zhao et al., 2014).

El éxito de un ensayo de microarreglos depende en gran parte de la calidad de la muestra
bioldgica obtenida. EI RNA total debe estar intacto y puro, no debe contener proteinas ni
DNA contaminante. Para ello se exige que sea evaluado en cantidad y calidad con
espectrofotometria, mientras que la integridad es evaluada por electroforesis. El disefio
experimental es esencial en los experimentos de microarreglos, crucial desde la recoleccion
de muestras y criterios de inclusion. También, es indispensable realizar duplicaciones
bioldgicas y técnicas del experimento. Un duplicado bioldgico es aquel donde se obtiene
RNA en dos eventos diferentes 0 RNA de individuos diferentes que se integran en el analisis.
Los duplicados técnicos son las hibridaciones de un mismo RNA en diferentes microarreglos

para evaluar la reproducibilidad de los resultados obtenidos (Barrero, 2005).
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CAPITULO I. LEUCOCITOS EN EL DESARROLLO EMBRIONARIO DE

OVEJAS COMO RESPUESTA A “SELENIO ORGANICO™!

1.1 RESUMEN

El selenio contrarresta el dafio celular causado por estrés oxidativo y mejora la respuesta
fisiolégica del organismo. En este estudio se evaluaron leucocitos durante el desarrollo
embrionario de ovejas como respuesta al “selenio organico”. Veintisiete ovejas locales del
municipio de San Andrés Chiautla, Estado de México, con edad promedio de 2.5 afios, se
asignaron al azar en dos grupos, 11 en grupo testigo (sin selenio; S-Se) y 16 con adicién de
levadura enriquecida con selenio (“selenio organico”; C-Se) a dosis de 0.3 mg, via oral por
periodo de siete dias antes de la inseminacion artificial (IA) con dieta a base de alfalfa
achicalada y rastrojo de maiz. Se realiz6 conteo diferencial de células sanguineas blancas; en
frotis sanguineos realizados antes, durante y después del tratamiento de selenio. Los datos se
analizaron mediante modelo mixto, mostrando diferencias significativas por tratamiento y
tiempo (P < 0.05) en neutréfilos; el dia 9 del desarrollo embrionario (5.91 £ 0.89y 2.11 +
0.46; S-Se y C-Se, respectivamente) y basofilos el dia -3 (1.85 + 0.31 y 1.05 £ 0.23). En
cuanto a los linfocitos y eosinofilos mostraron diferencia por tiempo (P < 0.05) pero no por
tratamiento (P > 0.05). Se concluye que el selenio disminuye el nimero de neutréfilos y
basofilos; después de formarse el blastocisto y cuatro dias después de iniciado el tratamiento

con selenio.

Palabras clave: leucocitos, “selenio organico”, ovejas.
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1.2 ABSTRACT

The selenium decreases cellular damage caused by oxidative stress and improves the
physiological response. Leukocytes were evaluated during embryonic development in ewes
with consumption of “organic selenium”. A total of 27 local ewes at the municipality of San
Andrés Chiautla, Mexico State, with an average age of 2.5 years, were randomly assigned in
two groups, 11 in control group (without selenium, S-Se) and 16 with oral selenium (C-Se;
selenium-enriched yeast) added at 0.3 mg dose, for a period of seven days before Artificial
Insemination (IA). The diet was based on alfalfa and corn stubble. White cell differential
counting was performed on blood smears. Blood samples were taken before, during and after
selenium treatment. Data were analyzed by mixed model, showing significant differences by
treatment and time (P < 0.05) in neutrophils; day 9 of embryonic development (5.91 + 0.89
y 2.11 + 0.46; S-Se y C-Se, respectively) and basophils amount was at day -3 (1.85 £ 0.31y
1.05 £ 0.23). Regarding lymphocytes and eosinophils, they showed a difference in time (P <
0.05) but not by treatment (P > 0.05). It is concluded that selenium decreases the number of
neutrophils and basophils; after blastocyst formation and four days after starting organic
selenium treatment.

Keywords: leukocytes, organic selenium, ewes.

1.3 INTRODUCCION
El selenio es un micronutriente esencial para el funcionamiento adecuado del organismo,
la deficiencia en este mineral produce perdida en la homeostasis del mineral que puede
resultar en patologias (Huang et al., 2012; Ahsan et al., 2014). Los niveles de selenio regulan
procesos de inflamacién e inmunidad (Huang et al., 2012). Existen dos tipos de respuesta

ante la invasion de agentes extrafios al organismo: La respuesta inmune innata (natural); es
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una respuesta rapida, no especifica, compuesta de barreras mecanicas, mucosas y células
productoras de citocinas y quimiocinas. La inmunidad innata actGa organizadamente hasta la
activacion de la inmunidad adaptativa. La inmunidad adquirida (adaptativa) es de respuesta
rapida, con memoria inmunologica, mediada por células T y B, las cuales para su activacion
requieren de la presentacion y procesamiento de antigenos. La inmunidad adaptativa se
divide en dos areas, la inmunidad humoral; mediada por linfocitos B y la inmunidad celular;
mediada por los linfocitos T. Las respuestas innatas y adquiridas generalmente funcionan
juntas para eliminar patogenos. Las células de respuesta innata utilizan células fagociticas
(neutrofilos, monocitos y macréfagos), células que liberan mediadores inflamatorios

(basofilos, mastocitos y eosinofilos) y células asesinas naturales (Delves y Roitt, 2000).

De acuerdo a Martinez et al. (2011), durante la gestacion normal; en la mucosa uterina se
encuentra gran namero de leucocitos (neutrofilos, macréfagos, células asesinas naturales y
células dendriticas), células que cumplen mdltiples funciones como: fagocitosis, produccion
de citocinas, produccién de metabolitos del oxigeno (éxido nitrico (ON), anién superdxido),

liberacion de prostaglandinas, proteinas de fase aguda y péptidos antimicrobianos.

Investigaciones hechas en los ultimos afios involucran aspectos del sistema inmune (en
seleccion, maduracién y activacion de algunos eventos de células inmunes), estos estudios
muestran variaciones en las concentraciones de leucocitos segun los eventos fisioldgicos de
enfoque, como son: gestacion, lactancia, edad, raza, efecto del estrés e incluso la ubicacion
geografica de la explotacion animal; asi como la condicion de salud (Hoffmann y Berry,
2008).

La cantidad de nutrientes transferidos a la descendencia depende del estado nutricional de
la madre y la eficiencia del mecanismo de transporte transplacentario y mamario; el paso de
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oligoelementos y otros nutrientes a través de la placenta es necesario para: el desarrollo
embrionario, crecimiento fetal y funciones fisiol6gicas de la madre y el feto durante la
gestacion. El selenio pasa eficientemente a través de la barrera placentaria hacia tejidos
fetales y también se transfiere al calostro y la leche (Rock et al., 2001; Stewart et al., 2012;
Erdogan et al., 2017). La deficiencia nutricional de selenio causa: problemas de fertilidad,
aborto, retencién placentaria, enfermedad del musculo blanco, debilidad neonatal (Spears,
2011), mortalidad, crecimiento, desarrollo e implantacion del embrién inadecuada (Sharma
y Agarwal, 2004) y baja inmunidad (Rayman, 2012). Dichos problemas se pueden prevenir

adicionando selenio a la dieta de los animales.

Existen diversa formas y fuentes de selenio; organicas (selenometionina, selenocisteina) e
inorgénicas (selenito y selenato de sodio). El organico tiene mayor biodisponibilidad, es tres
veces menos toxico que el inorgéanico; es citoprotector, debido a que se incorpora a los tejidos
de reserva (Yue et al., 2009; Lyons et al., 2007). Sin embargo, a pesar de que se mencionan
diversos beneficios del selenio en la inmunidad celular, no existe informacién precisa sobre
el efecto del mineral en la presencia de células del paquete celular blanco; encargadas de la
respuesta inmune en ovejas durante la gestacion. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue
evaluar la respuesta de leucocitos durante el desarrollo embrionario de ovejas con aplicacion

oral de “selenio orgénico” otorgado antes de ser inseminadas.

1.4 MATERIAL Y METODOS

La investigacion se realizo en el municipio de San Andrés Chiautla, Estado de México;
con coordenadas geogréaficas 19°36'19" N y 98°54'38" O, y altitud de 2260 msnm. El clima

es templado-semiseco, registrando temperatura media anual de 19°C, con maxima de 32°C
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y minima de 6°C (Inafed, 2018). Se utilizaron 27 ovejas locales (raza indefinida) multiparas
con peso entre 35y 38.2 kg, condicidn corporal de 2.5 (escala de 1 a 5) y edad promedio de
2.5 afios. Las ovejas se asignaron al azar en dos grupos, 11 para el grupo testigo (sin selenio;
S-Se) y 16 con adicidn de levadura enriquecida con selenio (“selenio organico”; C-Se) a dosis
de 0.3 mg; requerimiento de acuerdo al NRC, considerando que el lugar donde se realizé el
experimento es deficiente en selenio (Targetmap, 2013). Durante todo el experimento las
ovejas se mantuvieron en estabulacion permanente y se alimentaron con dieta a base de

alfalfa achicalada y rastrojo de maiz.

La administracion oral de “selenio organico” (C-Se), fue por periodo de siete dias antes de
la 1A, y al grupo S-Se se les administro placebos. Antes del inicio del tratamiento se
desparasitaron (lvermetina dosis: 1ml) y se aplic6 vitamina (Complejo B); se sometieron a
protocolo de sincronizacion de estro con esponjas intravaginales Cronolone (Chronogest®
CR), impregnadas con 20 mg de progestageno durante 14 dias. Al retirar las esponjas, se
aplicaron 400 Ul de eCG (Folligon®) y la IA se realiz6 55 horas después del retiro de

esponjas, por el método de endoscopia.

Se tomaron muestras sanguineas para realizar frotis. Antes del tratamiento con “selenio
orgénico”; antes de desparasitar a las ovejas (39 dias antes de la IA), un dia antes de iniciar
el tratamiento con selenio (dia -8), durante los dias -5, -3 y -1 [dia cero considerado como el
dia de la IA] y después de la IA; los dias 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 19, 23, 28 y 42; este ultimo

periodo de muestreo se consideré como periodo de desarrollo embrionario en la oveja.

La técnica para frotis sanguineo que se realizé es la que se utiliza en el médulo de

reproduccion del Colegio de Postgraduados. Los frotis sanguineos se realizaron colocando
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tres gotas de sangre provenientes de cada oveja en el centro de un portaobjetos y se hizo el
barrido de la muestra de forma uniforme para formar una capa delgada de tejido sanguineo;
se secO a temperatura ambiente por tiempo aproximado de 10 minutos, después de este
tiempo se aplicé etanol al 96% para fijar la muestra, se tifieron con Hematoxilina Gill No.3
(Sigma-Aldrich) por 5 minutos y se realizd un lavado con agua destilada. El conteo
diferencial de leucocitos se realizd con microscopio 6ptico a 40x de resolucion, en cinco

repeticiones (campos microscopicos) por muestra.

Diagndstico de gestacion se realiz6 35 dias posteriores a la IA, con ecografo portatil marca
Draminski modelo 4Vet mini, con transductor abdominal 7.5 MHz; la exploracién de
estructuras propias de gestacion se hizo a nivel de la fosa iliaca. Para el diagndstico las ovejas

estuvieron en ayuno de 12 horas antes de realizar la ecografia.

Las variables dependientes que se evaluaron fueron: cantidad diferencial de glébulos
blancos; linfocitos, neutrofilos, monocitos, basofilos y eosindfilos. Las ovejas se
distribuyeron de manera aleatoria para cada tratamiento; incluyendo a la oveja como efecto
aleatorio. Se utilizé un modelo mixto mediante el procedimiento MIXED (SAS, 2002), con
el siguiente modelo: Yik = p + Ti + Tiempoj + T*Tiempoijk + €ijk ; en donde: Yij: variable
dependiente analizada, u: media general de la poblacion, Ti : i-ésima tratamiento, Pj: j-ésimo
tiempo, T*Tiempoij: interaccion entre el tratamiento y el tiempo de muestreo, &ijk: error
aleatorio. En los casos de significancia estadistica (P < 0.05), las medias se compararon con

la prueba de Tukey.
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio la adicion de “selenio orgdnico” a ovejas no mostro diferencias
significativas (P > 0.05) en linfocitos (figura la); mientras que se presentd efecto
significativo por tratamiento (P < 0.05) en neutrofilos el dia 9 del desarrollo embrionario
[5.91+£0.89 S-Sey 2.11 £ 0.46 C-Se, respectivamente (figura 1b)]. No se encontré diferencia
significativa (P > 0.05) en linfocitos entre tratamiento; en contraste con los resultados
encontrados por Broome et al., (2004), quienes al adicionar selenio observaron aumento en
cantidad de linfocitos. El dia -8 que corresponde un dia antes del inicio del tratamiento y el
dia -5 durante el tratamiento; muestran el menor numero de células sanguineas blancas en el
tiempo. El dia uno corresponde un dia después de la inseminacion, y en el dia tres se da la
fecundacién del dvulo; observando asi disminucion de linfocitos y neutréfilos en ambos
eventos fisiologicos. Considerando que los neutrdfilos son células fagociticas (junto con
monocitos y macrdfagos), se enlazaria con la posibilidad de menor rechazo de

espermatozoides.

Los linfocitos T son considerados moduladores de la respuesta inmunolégica de la madre,
ya que regulan el proceso de implantacién durante el primer trimestre de embarazo,
existiendo incremento de células T (Martinez et al., 2011). Resultados que coinciden con los
de este estudio, al incrementar la cantidad de linfocitos a partir del dia 11 del desarrollo
embrionario, donde dias después empieza la implantacion (figura 1a). En abortos
espontaneos se ha observado disminucion en el nimero de las células T reguladoras (Guerin

et al., 2009).
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Figura lay 1b. Comportamiento de linfocitos y neutréfilos durante y después de la
aplicacion de selenio en ovejas locales (raza indefinida). S-Se: sin selenio, C-Se: levadura
enriquecida con “selenio organico”, dosis (0.03 mg); -39, -8: dias antes del inicio del
tratamiento; -5, -3, -1: muestras durante el tratamiento; 1: inicio de la gestacion; 1, 3, 5, 7,
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Artificial. *: Indica diferencias significativas (P<0.05).
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Las células sanguineas blancas que presentaron mayor porcentaje en esta investigacion
fueron los linfocitos (55.06 %), neutrofilos (29.22 %) y monocitos (8.26 %); y en menor
cantidad los basofilos y eosinofilos con 0.70 % y 4.46 %, respectivamente. Respecto a los
tratamientos se muestra ligera elevacion de valores promedios en borregas con adicion de
“selenio organico” (C-Se; 58.0 %), mientras que S-Se 41.95 %, no obstante, no hubo
diferencias estadisticas (P > 0.05); esto puede deberse a eventos externos e internos del
animal, como fisiologia normal considerada como tendencia a mantener homeostasis 0
patoldgica. Estos resultados concuerdan con Yue et al. (2009) y Brown et al. (2000), que, al
evaluar diferentes grupos de tratamiento con selenio, no se presentaron diferencias
significativas en las variables evaluadas. Brown et al. (2000) y mencionan que, a pesar de la
variacion numérica de los valores, la no diferencia es debida a variacion en respuestas

interindividuales.

En cuanto a los basofilos, se observé diferencia significativa (P < 0.05) entre tratamiento y
en el tiempo; el dia -3 mostré disminucion del valor promedio de células baséfilas para el
tratamiento C-Se (1.05 £ 0.23), en comparacion con el grupo S-Se (1.85 + 0.31). El dia 5, 7
y 9 del desarrollo embrionario se observé disminucion de baséfilos y eosinéfilos (figura 2a,

b).

Estos dias corresponde al momento de la formacion del blastocisto (5-6 dias) y empieza
una etapa inflamatoria, de acuerdo a lo descrito por Delves y Roitt (2000), estas células
(basdfilos y eosinofilos) son mediadores inflamatorios. Canalejo et al., (2007) no encontraron
diferencias en basofilos, eosindfilos y linfocitos durante el tiempo de gestacion a pesar de ser

ésta una etapa con presencia de inflamacién de tejido uterino. En enfermedades como la
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inflamacidn alérgica, los nimeros de eosinéfilos aumentan notablemente en la sangre y los

tejidos, donde se localiza la inflamacion (Davoine y Lacy, 2014).
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Figura 2a y 2b. Comportamiento de basodfilos y eosinofilos durante y después de la

aplicacion de selenio en ovejas locales (raza indefinida). S-Se: sin selenio, C-Se: levadura
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enriquecida con “selenio organico”, dosis (0.03 mg); -39, -8: dias antes del inicio del
tratamiento; -5, -3, -1: muestras durante el tratamiento; 1: inicio de la gestacion; 1, 3,5, 7, 9,
11, 13, 19, 23, 28 y 42: dias del desarrollo embrionario de la oveja. 1A: Inseminacion

Artificial *: Indica diferencias significativas (P<0.05).

A partir del dia 11 del desarrollo embrionario los valores de las células sanguineas blancas
aumentan (figura 1 y 2), considerando que los dias posteriores se presentan procesos
fisiologicos; en el dia 13 ocurre la implantacion embrionaria en las ovejas y el
establecimiento de placentomas, se registra de 30-80 dias (Byers y Kramer, 2010). El
aumento registrado en las células sanguineas blancas posterior a los eventos fisioldgicos;
aqui comentados, puede no tener causa directa sobre el embridn, dado que para este momento

la barrera placentaria se esta desarrollando y sirve de proteccion directa al embrién.

1.6 CONCLUSIONES
Se concluye que la administracion de “selenio organico” (0.3 mg), disminuye el nimero de
neutréfilos y basoéfilos, después de formarse el blastocisto y cuatro dias después de iniciado
el tratamiento. Las diferencias estadisticas por tiempo se deben a factores fisioldgicos del
desarrollo embrionario. No se encontrd diferencias estadisticas en linfocitos, monocitos,

eosinofilos.
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CAPITULO Il. ACCION DEL SELENIO SOBRE LEUCOCITOS DE OVEJAS
GESTANTES Y PARAMETROS PRODUCTIVOS EN SU DESCENDENCIA
2.1 RESUMEN
En la presente investigacion se partio de la hipdtesis: El selenio que se aplica antes de iniciar
la gestacion aumenta el nimero de leucocitos en ovejas y se refleja en parametros productivos
de su descendencia. El objetivo de la presente investigacion fue conocer si el “selenio
organico” aplicado a ovejas antes de la inseminacién artificial (1A) y gestacion aumenta el
nimero de leucocitos durante la gestacion (etapa fetal) y mejora algunos parametros
productivos de sus crias. Se realizé esta investigacion con 27 ovejas locales del municipio de
Chiautla, Estado de México. Las ovejas se dividieron en dos grupos: 1) testigo (S-Se; n=11)
con 0.24 mg animal ™ dia® de selenio contenido en el alimento y 2) tratado (C-Se; n=16) con
adicion de 0.3 mg animal™ dia™ de “selenio organico” mas 0.24 mg animal dia’* de selenio
contenido en el alimento (0.54 mg animal™ dia™’: concentracion final), durante 7 dias antes
de inseminarlas. Se realizé conteo diferencial de leucocitos en frotis sanguineo elaborados
de cada oveja (periodo de 42-140 dias de gestacion). Se registrd el peso de corderos y
corderas al nacimiento y destete. El nimero de neutrofilos se elevo a los 42 (P=0.04) y 104
dias (P<0.0001) de gestacién en ovejas S-Se y se mantuvo bajo C-Se, de igual manera
disminuyd el nimero de basofilos durante la gestacion. No se encontraron diferencias para
el resto de leucocitos. El sexo y el selenio influyeron en el peso al destete; las corderas
presentaron mayor peso. El selenio aplicado antes de la 1A afect6 el namero de neutréfilos y

basofilos durante la gestacion y aumento el peso de corderas al destete.

Palabras clave: gestacion, selenio, glébulos blancos, destete.
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2.2 ABSTRACT
The hypothesis of the work was: Selenium administered to ewes before pregnancy increases
the leucocytes number and is reflected in productive parameter of their offspring. In order to
know if organic selenium administered before artificial insemination and pregnancy improve
leukocyte number during pregnancy and improve some productive parameters of their
offspring. The research was developed with 27 local ewes, from Chiautla, México State.
Ewes were divided in two groups: 1) control (S-Se; n=11) with 0.24 mg animal™ day* with
only selenium in diet, 2) tested group (C-Se; n=16) with 0.3 mg animal™ day™ of organic
selenium plus 0.24 mg animal™ day™ from diet (total selenium 0.54 mg animal™ day™),
selenium was administered through 7 consecutive days before artificial insemination and
gestation. Leukocytes were counted in blood smear from samples taken from each ewe at 42
to 140 days through gestation. At moment of birth we recorded: weight birth and weaning
weight (60 days after birth) from females and males. Neutrophils were increased on days 42
(P =0.04) and 104 (P=0.0001) of gestation in S-Se group and was lower in C-Se group,
similarly, basophils were lower during gestation (P < 0.02). No differences (P > 0.05) were
found in the rest of leukocytes. Selenium increase weaning weight (P < 0.20) and the female
lambs were the ones with highest weight (P < 0.13). Selenium administered before artificial
insemination affected the neutrophils and basophils numbers through gestation buy increase

weaning weight of female lamb.

key words: Gestation, selenium, white blood cells, weaning.
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2.3 INTRODUCCION
La vida reproductiva de una hembra esta marcada por diferentes fases fisioldgicas, que
culminaran en el nacimiento de descendientes sanos, capaces de desarrollarse de forma
adecuada y que garanticen el mantenimiento de la especie. Al inicio del proceso de gestacion
se consideran la condicion fisiologica del 6vulo y el espermatozoide; células que se uniran
para comenzar con la gestacion. El progreso de la gestacion depende en parte del papel
relevante que juega la respuesta inmunitaria en la hembra gestante y la tolerancia hacia el

embrion o feto (producto) (Rico y Vega, 2012).

La inmunidad debe estar al acecho para defender tanto al “producto” como a la madre de
agentes patdgenos que pudieran poner en riesgo la salud de ambos. La inmunidad innata esta
dada por células leucocitarias y moléculas, de éstas, los neutréfilos son las primeras células
que inician el combate ante el agente que resulta extrafio al organismo. Existe poca
informacion sobre la inmunidad durante la gestacion en animales; sin embargo, se cuenta con
estudios en Bos taurus (Oliveira et al., 2012; Maeda et al., 2013; Esposito et al., 2014) y con
mayor amplitud, en mujeres (Rico y Vega, 2012; Torres et al., 2013). Desajustes en el
mecanismo de inmunidad pueden causar interrupcion de la gestacion, por ejemplo, en
mujeres se ha observado que mecanismos autoinmunes producen dicha reaccion (Kwak-Kim
etal., 2016). Esimportante destacar la atencion especial de los minerales traza (como; cobre,
zinc, y selenio) (Hall et al., 2014; Carczynska et al., 2018), ya que niveles adecuados de éstos
en la dieta y la calidad en la alimentacién otorgada antes y durante la gestacion pueden

mejorar la respuesta inmune (Roche et al., 2018).
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Existen investigaciones que han permitido conocer la importancia del selenio en el
funcionamiento del sistema inmune (Avery y Hoffman, 2018) y su papel como

inmunonutriente en ovejas enfermas (Hall et al., 2011).

De forma general el selenio mejora la respuesta al estrés oxidativo y reduce la gravedad
de varias patologias (Sordillo, 2013). Tiene la propiedad de ser transferido de la madre a la
criay puede modificar el comportamiento productivo e inmunitario de la cria (Carczynska et
al., 2018; Moeini et al., 2011; Wallance et al., 2017); también, aumenta la masa fetal (Lekatz,
2010; Meyer et al., 2010) y promueve mayor tasa de crecimiento al destete (Parraguirre et

al., 2015).

Existen pocos estudios recientes encaminados a dilucidar el efecto de selenio en el sistema
inmune otorgado por linfocitos a ovejas (Finch y Turner, 1996; Koyuncu y Yerlikaya, 2006;
Mufioz et al., 2009). En la investigacion realizada por Lopez et al. (2019) con ovejas en etapa
de desarrollo embrionario que recibieron selenio, se encontrd disminucién en neutrofilos y
basofilos, es decir, el selenio no confirié inmunidad mediante estos tipos celulares en etapa
embrionaria. La etapa de desarrollo embrionario y fetal difieren en eventos fisiol6gicos. Por
lo tanto, la presente investigacion se realiz6 para conocer si el “selenio organico” aplicado a
ovejas antes de la 1A y gestacion aumenta el nimero de leucocitos durante la etapa fetal y

algunos parametros productivos de sus crias.

2.4 MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizd en el municipio de San Andrés Chiautla, Estado de México,

localizado en las coordenadas geogréficas; 19°36'19" latitud norte, 98°54'38" longitud oeste,
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con altitud de 2260 msnm, clima templado-semiseco y temperatura media anual de 19 °C;

con maxima de 32 °C y minima de 6 °C (INAFED, 2020).

Se utilizaron 27 ovejas locales de raza indefinida, multiparas con peso de 37.02 + 7.3 kg,
edad promedio de 3.5 afios y condicion corporal de 2.5 en escala de 1 a 5. Antes de iniciar
la investigacion, las ovejas se desparasitaron con ivermetina a dosis de 1mL para cada animal
y se les aplico vitamina (Complejo B). La sincronizacion de estro se realizd con esponjas
intravaginales (CHRONOGEST) por 14 dias; al retirar las esponjas se aplicaron 400 1.U. de
eCG (Folligon) y se realizé 1A, por el método de endoscopia. Para suministrar el selenio, las
ovejas se asignaron al azar en dos grupos: 1) Testigo, sin selenio (S-Se; n=11); con 0.24 mg
animal™ dia® de selenio contenido en el alimento y 2) tratado (C-Se; n=16) con adicion de
0.3 mg animal™ dia?® de “selenio organico” mas 0.24 mg animal™ dia’* de selenio contenido
en el alimento (concentracion final: 0.54 mg animal™ dial), via oral. La fuente de “selenio
orgénico” fue levadura enriquecida con selenio, la levadura se dosifico con base a su
contenido de selenio y a lo recomendado por el NRC, para lugares deficientes en selenio
(TARGETMAP, 2013). El selenio se suministr6 cada 24 h por siete dias consecutivos antes

de IA.

Durante el experimento las ovejas se mantuvieron en estabulacion permanente, con
alimentacion a base de alfalfa achicalada y rastrojo de maiz. Para obtener informacion
efectiva de la dosis de selenio, se realizd andlisis de la concentracion de selenio en el

alimento; la cantidad de selenio encontrada en alimento fue de 0.24 mg kg™

El diagndstico de gestacion se realiz 35 dias posteriores a la 1A, con ecografo portatil

marca Draminski modelo 4Vet mini, con transductor abdominal 7.5 MHz; la exploracion de
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estructuras propias de gestacion se hizo a nivel de la fosa iliaca, las ovejas se mantuvieron en
ayuno por 12 h; el Gltimo momento de acceso al alimento fue a las 20:00 horas del dia

anterior.

Para realizar el conteo diferencial de leucocitos, se tom6 una muestra sanguinea de cada
oveja y se realizaron tres frotis con cada muestra; las muestras se tomaron a partir de los dias
42 y 48 de gestacion (inicio del desarrollo fetal) a partir de este momento se tomaron cada
15 dias y hasta el parto (140 dias). Los frotis sanguineos se realizaron colocando una pequefia
gota de sangre en el centro del portaobjetos, se colocd otro portaobjetos sobre la gota de
sangre en angulo de 45°, se dejé que la sangre se extendiera a todo el ancho del portaobjetos,
la muestra se desliz6 de forma uniforme y rapida para formar una pelicula fina, bien
distribuida de sangre, la pelicula de sangre se sec6 a temperatura ambiente por
aproximadamente 5 min; posteriormente, se aplicé etanol al 96 % para fijar la muestra. Para
tefiir la muestra, se sumergio el frotis de sangre en tincion de Hematoxilina Gill No.3 (Sigma-
Aldrich) por 5 minutos y luego se lavd con agua destilada. La observacion y conteo
diferencial de leucocitos se realiz6 en cinco repeticiones (campos por muestra por frotis), con

ayuda de un microscopio Optico de campo claro a resolucion 40x.

Para conocer el efecto del selenio transferido de la madre a su progenie, se registro: el sexo
del cordero nacido, (hembra o macho), tipo de parto (simple o doble), el peso de los corderos

al nacer y el peso al destete de los corderos a 60 dias de nacidos (destete).

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico SAS (SAS, 2002).
El nimero de leucocitos se analiz6 con disefio de medidas repetidas del procedimiento

MIXED. El peso de corderos al nacer y destete fue analizado con el procedimiento GLM, en
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este, se incluyd a la oveja como efecto aleatorio, como efecto fijo el sexo del cordero (macho

0 hembra) y tipo de nacimiento del cordero (sencillo o doble).

Los resultados para leucocitos se consideraron estadisticamente significativos cuando P <
0.05, y para las variables peso al nacimiento y destete (debido al tamafio de muestra) cuando
P < 0.20, mientras las diferencias para peso por sexo fueron tomadas cuando P < 0.13, las

medias se compararon mediante la prueba de Tukey.

2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

El suministro de selenio a ovejas antes de la 1A y después de ser gestadas no afectd el
namero de linfocitos, monocitos, eosindfilos y macréfagos durante la fase de desarrollo fetal

(P>0.05).

En ovejas S-Se se observd aumentd en nimero de los neutrofilos, el dia 42 y 104 de la
gestacion, esta elevacion no fue observada en ovejas C-Se (P < 0.05), donde se registr6 poca
variacion a lo largo de la gestacion (Figura 1). De igual manera se encontrd diferencia
significativa en basofilos con un promedio de 0.174 £ 0.03 en ovejas C-Se y 0.282 + 0.03 en
ovejas S-Se durante el desarrollo fetal (Figura 2). EI comportamiento de leucocitos en ovejas
gestantes no se ha estudiado de manera amplia a pesar de estar implicados en la respuesta

inmune.

Se ha observado que mujeres con embarazo normal presentan aumento de linfocitos en
sangre (Sanci et al., 2017), por lo contrario, mujeres con disminucion de linfocitos en sangre

periférica tienen abortos espontaneos. Sin embargo, la respuesta inmune entre mujeres y
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ovinos durante la gestacion es diferente y pudiera estar determinada por el tipo de

placentacion (Wattegedera et al., 2008).
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Figura 1. Gréfica sobre nimero promedio de neutréfilos por campo microscopico, en frotis
sanguineos obtenidos de ovejas con aplicacion de “selenio organico” antes de la IA y de la
gestacion. S-Se= Testigo con selenio contenido en el alimento (0.24 mg animal* diat), C-
Se= adicion de selenio en levadura a dosis de 0.3 mg animal™ dia* mas 0.24 mg animal™ dia-
! de selenio contenido en alimento (concentracion final: 0.54 mg animal* dia*). * Diferencia

estadistica significativa.

En esta investigacion no se encontro efecto de selenio en la mayoria de leucocitos

evaluados, resultados similares se observaron en el estudio de Sterndale et al. (2018), donde
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se utilizo selenito de bario y se evalud la inmunidad en los corderos nacidos de las ovejas que

recibieron selenio, tampoco encontraron elevacion de las células inmunes.
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Figura 2. Ndimero promedio de basofilos por campo microscopico, en frotis sanguineos
obtenidos de ovejas con aplicacion de “selenio organico” antes de la IA y de la gestacion. S-
Se= Testigo con selenio contenido en el alimento (0.24 mg animal™ dia*), C-Se= adicion de
selenio en levadura a dosis de 0.3 mg animal™ dia® mas 0.24 mg animal? dia™® de selenio

contenido en alimento (concentracion final: 0.54 mg animal™ dia™?).

Durante toda la gestacion de las ovejas el porcentaje de leucocitos no mostro diferencias,
a excepcion de los monocitos (Plaza et al., 2019). En el presente estudio ovejas S-Se
presentaron menor numero de neutréfilos en los dias 40 y 100, esta disminucion puede ser
necesaria durante este momento de la gestacion; siendo el dia 40 coincidente con el inicio
del desarrollo fetal y el dia 100 con la proximidad del Gltimo tercio. La falta de incremento
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en el nimero de neutréfilos también fue observada por Lépez et al. (2019) durante el
desarrollo embrionario; no obstante, Pramanik et al. (2007) reportaron un aumento gradual

en el nimero de neutréfilos conforme avanzo la gestacion.

Si consideramos que las ovejas S-Se presentaron aumento en el nimero de neutréfilos y
que las ovejas C-Se mantuvieron poca variacion durante los dias de muestreo, se puede decir
que el selenio produce tendencia a mantener estabilidad en la inmunidad de ovejas gestantes
conferida por neutrofilos. Los neutréfilos son el componente celular mas numeroso e
importante de la inmunidad innata, son la primera linea de defensa contra los
microorganismos invasores que los fagocitan o destruyen. Los neutrofilos como células
fagocitalas pueden eliminar bacterias, hongos o restos celulares, la elevacion de estas células
se registra cuando se administra selenio a ovejas con patologias como pododermatitis

(Hugejiletu et al., 2013).

Las ovejas utilizadas en esta investigacion estaban clinicamente sanas, no presentaron
alteracion o sintomas de enfermedad, por lo tanto, la elevacién de neutréfilos en ovejas S-Se
se puede atribuir a estado fisioldgico normal de la gestacion. A partir del dia 40 se considera
el inicio del desarrollo fetal en las ovejas; a los 42-49 dias aparecen los foliculos pilosos
(Smok et al., 2014) que pueden ser causa de estrés para la oveja y reflejarse en elevacion de
neutréfilos, como se observo en esta investigacion. La elevacién a los 100 d corresponde con
el dltimo tercio de gestacion relacionada con crecimiento acelerado del feto (Smok et al.,
2014), y aumento en la masa 6sea y de la médula ésea (Chandra et al., 2012); tejidos que dan
origen a las células sanguineas blancas a excepcion de los linfocitos que tienen origen

linfoide.
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En esta investigacion el peso al nacimiento no se modificd por el suministro de selenio ni
por el tipo de nacimiento o sexo (P>0.05; cuadro 1). Estos resultados coinciden con los
obtenidos con otros investigadores (Koyunku y Yerlikaya, 2006; Mufioz et al., 2009; Neville
et al., 2010; Hammer et al., 2011), donde el peso de los corderos al nacer tampoco se afect6
por la fuente o el nivel de selenio; aunque presentaron mayor peso (Testigo, 4.4 + 0.3 kg; C-

Se, 4.5 £ 0.2 kg) (Erdogan et al., 2017).

De la misma manera Parraguirre et al. (2015) reportaron pesos superiores (control, 5.3 +
11 kg; 5.6 + 99 kg, C-Se) a los registrados en la presente investigacion (2.7 £ 0.3 kg para
ovejas S-Se y 2.8 + 0.3 kg C-Se). El peso presentado por los corderos al nacer en esta
investigacién puede deberse a la condicién corporal, a la raza (ovejas locales), o bien a que
este es el rango de peso considerado para los corderos locales. La mayoria de los
investigadores mencionan que el peso al nacer no esta influenciado por la suplementacion
con selenio. En contraste con otros estudios (Meyer et al., 2010; Stewart et al., 2012), en los

que se encontrd aumento en los pesos al nacimiento con la suplementacién de selenio.

Los pesos al destete mostraron diferencias (P <0.20; cuadro 1). Si bien, el valor de P <
0.20 permite observar que las diferencias no son altamente significativas, esto se puede
atribuir al tamafo reducido de muestra. Existen reportes en donde al suplementar selenio no
encontraron efecto significativo en peso al destete (Chandra et al., 2012; Stewart et al., 2012;
Yavuzer y Bengisu, 2014). En contraste con Koyuncu y Yerlikaya (2006) que reportaron
mayor peso al destete en corderos nacidos de ovejas suplementadas con selenio en
comparacion con los del grupo testigo. En otro estudio se encontré aumento de peso en
corderos de madres que recibieron dosis de selenio de liberacion lenta (bolos) (Zarbalizadeh

etal., 2010).
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En la presente investigacion se encontro diferencia estadistica en peso al destete de
corderas nacidas de madres C-Se (P < 0.13), aunque similar al resultado en peso al destete
con valor de p alto. Basado en estos resultados, se recomienda elevar el nimero de animales
por grupo en futuras investigaciones. Aunque con valor de p alto, estos resultados permiten
observar que el peso al destete de corderas nacidas de borregas que recibieron selenio antes

de la 1A'y por supuesto de ser gestadas es beneficiado por el selenio.

Cuadro 1. Medias de parametros productivos de corderos nacidos, como efecto a la
aplicacion de “selenio organico” antes de la inseminacion artificial (IA) y de la gestacion.

(Media + error estandar).

S-Se C-Se P-value
Peso al nacimiento (kg) 2.7+0.3 2.8+0.3
Tipo de Nacimiento:
Sencillo 3.1+04 34+04
Doble 24+05 21+05
Sexo:
Macho 29+0.3 29+0.3
Hembra 25+0.3 26+ 0.3
Peso al destete 60 d (kg) 7.8+ 1.0a 9.5+0.8b 0.20
Tipo de Nacimiento:
Sencillo 9.7+1.1 11.3+1.0
Doble 6.0+1.7 7.7+1.2
Sexo:
Macho 9.7+14 94+1.2
Hembra 6.0+1.2a 9.6 +1.0b 0.13

S-Se= Testigo con selenio contenido en el alimento (0.24 mg animal™ dial), C-Se= adicion
de selenio en levadura a dosis de 0.3 mg animal™* dia mas 0.24 mg animal™ dia™* de selenio
contenido en alimento (concentracion final: 0.54 mg animal™ dia™Y). 2P Diferentes literales

en la misma fila, indican diferencias (P < 0.20).
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2.6 CONCLUSIONES
El selenio aplicado antes de la IA afectd el nimero de neutréfilos y basofilos durante la
gestacion y aumentd el peso al destete de las corderas provenientes de madres suplementadas

con selenio. No se encontrd diferencias para el resto de leucocitos y peso al nacimiento.
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CAPITULO IIl. RESPUESTA AL “SELENIO ORGANICO” ANTE EL ESTRES:

PARAMETROS FISIOLOGICOS EN OVEJAS GESTANTES
3.1 RESUMEN

El selenio como antioxidante reduce el estrés y favorece la estabilidad fisioldgica del animal.
Este estudio tuvo como objetivo evaluar la respuesta al “selenio organico” ante estrés por
manejo en ovejas gestantes. Veintisiete ovejas adultas locales de la comunidad de San Andres
Chiahutla, estado de México, se asignaron al azar en dos grupos: 1) testigo, con 0.24 mg
animal™ dia de selenio contenido en el alimento (S-Se, n=11), 2) tratado o con adicién de
selenio 0.3 mg animal™ dia* contenido en levadura (C-Se; n=16) mas 0.24 mg animal™ dia™
selenio en alimento (0.54 mg animal* dia’*, concentracion final). El selenio se suministré por
via oral, durante siete dias. Se midieron algunos pardmetros fisioldgicos: temperatura rectal,
frecuencia cardiaca y respiratoria, asi como, concentracion sanguinea de cortisol y selenio.
Los datos se analizaron mediante procedimientos GLM y MIXED de SAS. La concentracion
de selenio en la sangre de ovejas S-Se fue mayor en el dia nueve de gestacion, el selenio
disminuyé la frecuencia cardiaca, mientras, el nivel de la hormona cortisol se mantuvo
estable durante todo el desarrollo gestacional. Se concluye que el “selenio organico” puede
aumentar la concentracion del mineral en la sangre; sin embargo, solo altera la frecuencia
cardiaca y no altera los demas parametros fisioldgicos ni la concentracion de cortisol
(indicadores de estrés), ante estrés producido por manejo cotidiano en ovejas durante todo el

desarrollo pre-gestacional y gestacional.

Palabras clave: Selenio, cortisol, temperatura rectal, frecuencia cardiaca y respiratoria.

168



3.2 INTRODUCCION

Alteraciones fisioldgicas se observan en organismos vivos que enfrentan factores
estresantes. En animales la condicidn de estrés afecta la respuesta reproductiva-productiva.
Los cambios ambientales y de manejo son factores estresantes para los animales y alteran su

bienestar.

En ovejas los factores estresantes reducen el comportamiento normal del estro y la
fertilidad (Dobson et al., 2012). Ademas, el estrés por calor puede disminuir la calidad de
leche y carne, asi como, la produccion, eficiencia reproductiva y sanidad animal (Sejian et
al., 2010), y se tiene mayor probabilidad de mortalidad embrionaria (Romo-Barron et al.,

2019).

Algunos indicadores fisiologicos de adaptacion o presencia de estrés por calor son
temperatura rectal (TR), frecuencia respiratoria (FR), frecuencia cardiaca (FC), entre otros
(Indu y Pareek, 2015). En ovinos bajo condiciones de estrés por calor se observa aumento en
la frecuencia respiratoria y frecuencia cardiaca (Wojtas et al., 2014). Para restablecer la
homeotermia y homeostasis en animales estresados por calor, se inician mecanismos

fisioldgicos compensatorios y adaptativos (Indu y Pareek, 2015).

Diversas investigaciones estdn enfocadas a contrarrestar el efecto del estrés en la
produccion-reproduccion y calidad de la carne. La utilizacién de algunos oligoelementos se
sugiere para disminuir el estrés. En particular, el selenio que posee propiedades antioxidantes,
favorece la proteccion contra el estrés oxidativo, al eliminar radicales libres y permitir la

homeostasis (Tinggi, 2008).
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Ovejas con dietas altas en selenio y vitamina E tuvieron reduccion en la frecuencia
respiratoria y temperatura rectal (Chauhan et al., 2015). De manera similar, cabras con
adicion de “selenio organico” en la dieta redujeron la produccion de calor enddgeno,
frecuencia respiratoria, temperatura superficial en piel y mantuvieron la temperatura rectal

dentro de los limites normales (Silveira et al., 2019).

A nivel de reproduccion-produccion ganadera, el estado fisico y nutricional de la madre,
es fundamental para el buen desarrollo embrionario y fetal, asi como del estado de la futura
descendencia. Niveles supra nutricionales de selenio, pueden tener efectos positivos durante
la gestacion, particularmente en situaciones en las que los animales estan estresados
metabdlica o nutricionalmente (Pappas et al., 2019). Sin embargo, son escasos los estudios
del efecto del selenio en la regulaciéon de parametros fisioldgicos, que son marcadores de

estrés o de estabilidad en el animal a lo largo de su vida productiva y reproductiva.

Por tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta al “selenio organico” ante el
estrés producido por manejo normal en ovejas durante todo el desarrollo pre-gestacional y

gestacional en ovejas.

3.3 MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en el municipio de San Andrés Chiautla, Estado de México;
con coordenadas geograficas 19°36'19" Latitud Norte y 98°54'38" Longitud Oeste, altitud de
2260 msnm. El clima es templado-semiseco, temperatura media anual de 19°C, con maxima
de 32°C y minima de 6°C (Inafed, 2018). EI experimento se llevé a cabo de agosto a enero
(140 dias de gestacion) en ovejas. En el Cuadro 1, se muestran los cambios en temperatura

ambiental y humedad relativa durante el periodo de estudio (6 meses).
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Se utilizaron 27 ovejas locales multiparas con condicion corporal de 2.5 (escala de 1 a 5)
y peso promedio de 37.02 + 7.3 kg. Las ovejas se asignaron al azar en dos grupos: 1) testigo,
sin selenio (S-Se; n=11), estas ovejas recibieron solo el selenio contenido en alimento (0.24
mg animal ™ diat), 2) con Selenio (C-Se; n=16) adicion de 0.3 mg animal™ dia™ de selenio en
levadura mas 0.24 mg animal™ dia® de alimento el selenio contenido en el alimento
(concentracion final, 0.54 mg animal™ dia®). El selenio se suministré cada 24 h por siete dias
consecutivos antes de inseminacion artificial 1A y al grupo S-Se se le administraron placebos

via oral.

La sincronizacién de estro se realiz6 con esponjas intravaginales (CHRONOGEST) por
14 dias, al retirar las esponjas se aplicaron 400 IU de eCG (Folligon) y se realizo 1A, por el

meétodo de endoscopia.

Los muestreos para la evaluacion de variables a estudiar se realizaron antes del
tratamiento, a los dias 31 y un dia antes del mismo (Pre- Trat). Durante el tratamiento, a los

5y 7 dias (Trat), y durante la gestacion a partir del dia 11 y hasta el dia 140.

Durante todo el experimento las ovejas se mantuvieron en estabulacion permanente y se
alimentaron con dieta a base de alfalfa achicalada y rastrojo de maiz. Antes del inicio del

tratamiento se desparasitaron y se les aplicd vitamina (Complejo B).

Para los analisis de la hormona cortisol y la concentracién de selenio en sangre de selenio
se tomaron muestras de sangre (10 mL), se centrifugd (1500 rpm; 15 min) para obtener suero
y se conservd a -20 °C hasta su uso. La concentracion de cortisol se analizd6 mediante la
técnica de inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas y la concentracion de

selenio mediante la técnica espectrofotometria de emision atomica acoplado a plasma (ICP).
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Para evaluar los parametros fisioldgicos de cada oveja; antes de la extraccion de sangre,
se tomo la temperatura rectal (TR) con termémetro digital, frecuencia cardiaca (FC) y

frecuencia respiratoria (FR) con un estetoscopio.

Para conocer la concentracion final de selenio recibida por animal, se analiz6 la
concentracion de selenio en el suelo en el area de estudio (ND= no encontrado, sin selenio);
con pH promedio de 6.9 £ 0.06. En el alimento otorgado a las ovejas se encontraron 0.24 +
0.6 mg kg de selenio; esta dosis fue considerada para saber la cantidad de selenio que recibio

cada oveja en cada grupo (S-Se o C-Se).

El anélisis de datos se realizé mediante el paquete estadistico Statistical Analysis Systems
(SAS, 2002). En las variables: concentracion de selenio y cortisol se utilizo el procedimiento
MIXED; en variables fisioldgicas se utilizo el procedimiento GLM. Las medias se

compararon con la prueba de Tukey (P < 0.05).

Cuadro 1. Valores ambientales registrados durante el periodo de estudio en la comunidad de

Chiautla, Estado de México.

Temperatura (°C) Humedad Relativa (%)

Mes Maxima Minima Maxima Minima
Agosto 20 14 93.7 60
Septiembre 24 15 84.2 38.4
Octubre 23 13.5 82.3 42.7
Noviembre 23.5 6 66.8 15
Diciembre 23 7.5 73.3 26
Enero 20.5 8.5 67.2 27.7
Promedio 22.3 10.7 77.9 43.9
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio, la concentracion sérica de selenio fue menor en ovejas que recibieron
selenio (C-Se) en toda la gestacion, asimismo, se observo diferencia significativa el dia 9 de
gestacion (Figura 1). En ambos grupos, la concentracién de selenio en la sangre comenzé a
aumentar un dia después de la A y se mantuvo elevada hasta el dia 140. Lo anterior coincide
con otras investigaciones en las que observaron que la suplementacion de las ovejas con
selenio incrementd el contenido de este mineral en plasma, suero y sangre total (Carlson et
al., 2009; Stewart et al., 2012; Parraguirre et al., 2015). Erdogan et al. (2017) mencionan que
la suplementacion dietética con “selenio organico” a ovejas, al final de la gestacion, aumenta
la concentracion del mineral en suero, placenta y calostro, relacion al grupo control. Dado
que las ovejas de ambos grupos recibieron dosis diferentes de selenio, los resultados indican
que con la dosis minima que se utilizo fue posible mantener la concentracion elevada de

selenio después de la inseminacién artificial.

En condiciones de estrés por calor, la concentracion sérica de selenio y el estado
antioxidante total en plasma son mayores en ovejas con suplementos de selenio y vitamina E
(Alhidary et al., 2015). Al comparar estos resultados, se puede inferir que la disminucion de
selenio en ovejas C-Se puede deberse al equilibrio que ejerce el selenio como antioxidante,
para no presentar toxicidad, contrarrestando su efecto, o tal vez la tendencia al equilibrio
homeostatico se altera cuando las ovejas se encuentran en condiciones estresantes. Otra
posibilidad es la existencia de algin otro mecanismo protector contra el exceso de selenio,
mediante el cual el organismo lo deja de absorber, encapsula o desecha con rapidez.
Cualquiera de las posibilidades son ventanas de oportunidad para estudios futuros que

profundicen en la explicacion del metabolismo de selenio. Por tanto, el “selenio organico”
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desempefia una funcion primordial en el primer tercio de la gestacion y en ovejas gestantes
con deficiencia en selenio o con un nivel estandar de selenio pueden mantener el equilibrio

homeostatico del animal durante este periodo.

El aumento de la concentracién sérica de selenio en el dia nueve registrado en borregas S-
Se puede explicarse porque entre los 8-9 dias el blastocisto se expande, lo que provoca que
se rompa y pierda la zona peldcida, por lo consiguiente, este aumento puede reflejarse en la
utilizacion de selenio en su formacion o mantenimiento embrionario o bien que el exceso de
muerte celular con liberacion de radicales libres produce aumento en la utilizacion de selenio.
No obstante, Hall et al. (2012), encontraron que el selenio en sangre total disminuye
principalmente durante la gestacion en ovejas (—57 %; 258 a 111 ng mL™). Estos resultados

pueden deberse a los niveles de selenio circulante alcanzados por la dosis administrada.

A los 140 dias de gestacion la concentracion sérica de selenio entre los grupos no mostré
diferencias en comparacion con lo encontrado por Carlson et al. (2009), en donde a los 130
dias de gestacion la concentracion de selenio fue mayor. Ademas, Hefnawy et al. (2014)
informaron que hubo un aumento significativo en la concentracion plasmatica de selenio en
ovejas gestantes suplementadas con el mineral durante la octava semana preparto. Asimismo,
Pieczynska y Grajeta (2015) mencionan que los cambios en la homeostasis del selenio
durante el embarazo en mujeres, probablemente se deban a demanda de oxigeno en el cuerpo

de la madre y el feto en desarrollo.
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Figura 1. Concentracion sérica de selenio en ovejas gestantes a las que se les adiciond
“selenio organico” en levadura.

S-Se= Testigo con selenio contenido en alimento (0.24 mg animal dia?), C-Se= adicion de
selenio en levadura a dosis de 0.3 mg animal™ dia® mas 0.24 mg animal™ dia* de selenio
contenido en el alimento; concentracion final de 0.54 mg animal™ dia®. Antes tx: 1 dia antes
del inicio del tratamiento; 5 d tx: 5 dias durante el tratamiento; Dias de gestacion: 1, 9, y 140

contado a partir de un dia después de la IA. * Indica diferencias significativas (P < 0.05).

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de cortisol en el suero
sanguineo de las ovejas entre los tratamientos probados (Figura 2). Se reporta que, en ovinos
los niveles basales de cortisol varian de 0.36 a 1.45 pg dL y bajo estimulo de la hormona
ACTH pueden llegar a hasta 12.69 pg dL (Van Lier et al., 2003). En este estudio, los valores

de cortisol en las ovejas en el primer dia de muestreo mostraron concentracion mas alta que
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la basal (2.85 pg dL), lo que puede asociarse al estrés ocasionado por el manejo de la

primera vez que se realiz6 muestreo.

En ovejas en condiciones de estrés por calor y restriccion de agua (2 y 3 h) asi como en
las ovejas testigo, no hubo diferencia en la concentracion de cortisol en la sangre (Ghassemi
et al., 2014). En cambio, en temporada de verano la concentracion de cortisol en ovejas se
encuentra en 13.71 ng mL™?, esto es 1.29 veces de aumento comparado con la temporada de

invierno (Rathwa et al., 2017).

El suministro de selenometionina (Se-Met) y/o cromo-metionina (Cr-Met) a corderas
podria ser beneficiosa para atenuar efectos adversos debidos al estrés por transporte (Mousaie
et al., 2014). También Mousaie et al. (2014) estudiaron el efecto de Se-Cr-Met en cortisol y
observaron menor concentracion (2.40 pg dL) en corderas alimentadas con Se-Cr-Met. Por
otro lado, en vacas lecheras la adicion de vitamina E y selenio, reduce el cortisol en sangre
(0.904 pg dL) y puede ser un método eficaz para minimizar la respuesta al estrés (Mudron
y Rehage, 2018). La relativa estabilidad en los niveles de cortisol que se observaron en las
ovejas en el presente estudio, puede deberse a que los animales se acostumbran al manejo
cotidiano o a que el estrés por manejo de las ovejas en estudio no fue tan severo como podria

serlo en otras explotaciones ovinas.
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Figura 2. Concentracion sérica de cortisol en ovejas gestantes a las que se les adiciond
“selenio organico” en levadura.

S-Se= Testigo con selenio contenido en alimento (0.24 mg animal™ dia), C-Se= adicion de
selenio en levadura a dosis de 0.3 mg animal™ dia? mas 0.24 mg animal™ dia* de selenio
contenido en el alimento; concentracion final de 0.54 mg animal ™ dia®. Mes antes tx: un mes
antes del inicio del tratamiento; 1d antes tx: 1 dia antes del inicio del tratamiento; 5y 7 d tx:
dias durante el tratamiento; d Gest: dias de gestacion, 11 y 23 contado a partir de un dia

después de la 1A

En condiciones de estrés por calor en ovinos, se observa aumento en parametros
fisiol6gicos como TR, FR, FC y temperatura cutanea (TC) (Woijtas et al., 2014; Rathwa et
al., 2017). También en condiciones de estrés caldrico Tabarez et al. (2009) encontraron

valores en temperatura rectal de 39.3 °C y frecuencia respiratoria de 89.6 latidos min™.
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Con adicién de “selenio organico” a las ovejas estudiadas en esta investigacion no se
produjeron cambios en: TR y FR durante la gestacion; sin embargo, si se encontraron
diferencias en la FC (P < 0.05) (Cuadro 2). Lo anterior sugiere que el selenio puede ayudar

al sistema circulatorio a mantenerse en equilibrio en la gestacion.

Pefia et al. (2012) reportan cambios en TR, FR y FC en diferentes épocas del afio. En otro
estudio, la suplementacion con minerales y antioxidantes a ovejas no influyd en los
parametros fisiologicos evaluados por la mafiana, sin embargo, si se registro diferencia en
FR y TR durante la tarde (Sejian et al., 2013). Por otro lado, 1 mL de selenato de sodio
inyectado (5 mg de selenio) a ovejas ocasion6 que la TR fuera menor en las ovejas testigo
(39.7 °C vs. 40.0 °C) a las 12:00 (Alhidary et al., 2012). Chauhan et al. (2015) observaron
menor frecuencia respiratoria (191 vs 232 respiraciones min) y temperatura rectal (40.33
°C vs 40.58 °C) en ovejas que recibieron dieta alta en selenio y vitamina E que en aquellas
alimentadas con dieta baja en selenio y vitamina E. Los estudios antes mencionados se
hicieron con ovejas vacias, mientras, en el presente estudio se evaluaron en ovejas gestantes.
En este contexto, son escasos los estudios del efecto del selenio en pardmetros fisiologicos
en animales gestantes y la relacion que guardan con el estrés. Segln Vicente-Pérez et al.
(2019) en el Gltimo tercio de la gestacion de ovejas bajo condiciones de estrés caldrico, la
temperatura rectal promedio encontrada fue de 39.6 °C; en tanto que en el presente estudio

fue de 39 °C en ovejas S-Se y de 38.98 °C en ovejas C-Se.
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Cuadro 2. Valores de los parametros fisiologicos de ovejas a las que se les adicion6

“selenio organico” en levadura.

Frecuencia Frecuencia Temperatura
Tiempo Respiratoria Cardiaca Rectal °C
S-Se C-Se S-Se C-Se S-Se C-Se
N 11 16 11 16 11 16
1 d antes tx. 66.36a  66.36a 137.32a 137.32a 39.18:  39.18.
5dtx. 48.36p  50.75p 110.91a 108.00s 38.73a  38.97ab
7dtx. 49.45, 52.75p 116.36a 115.75p 39.09a 39.16a
11 d Gest. 52.36p  50.000 110.18a 104.75p 39.08a  39.07ab
28 d Gest. 45.82,  47.50p 114.55, 110.75p 38.88an  38.86ab
42 d Gest. 49.45, 42.75p 114.554 103.25p 38.74p  38.72p
63 d Gest. 53.09»  49.00p 103.64p 103.000 38.95a 38.81ab
78 d Gest. 4759  48.62p 119.20a 108.57p 38.76a0  38.94ab
92 d Gest. 46.79  45.55p 126.80a 122.46a0 39.13a  39.04ab
104 d Gest. 48.79%  43.3% 129.60a 120.92ap 39.04ap  39.14ab
124 d Gest. 50.79%  52.93p 118.00a 117.54p 38.92a0 38.91ab
140 d Gest. 5194, 49.45p 132.00a 120.36a0 39.25.  39.05a
Media 50.64  48.95 115.95« 112.28y 39.00 38.98
P-value
Tratamiento 0.0691 0.0485 0.6097
Tiempo <.0001 <.0001 0.0004
Trat*Tiempo 0.3513 0.5487 0.4001

S-Se= Testigo con selenio contenido en alimento (0.24 mg animal™ dia), C-Se= adicion de
selenio en levadura a dosis de 0.3 mg animal™ dia? mas 0.24 mg animal™ dia* de selenio
contenido en el alimento; concentracion final de 0.54 mg *animal™ dia™. 1 d antes tx: 1 dia
antes del inicio del tratamiento; 5, 7 d tx: dias durante el tratamiento; d Gest: dias de

gestacion. a, b = literales diferentes en la misma columna indican diferencias (P < 0.05).
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3.5 CONCLUSIONES

La adicion de “selenio organico” antes de la IA afecta la concentracion del mineral en la
sangre durante la gestacion. Se encontré menor concentracion de selenio en suero sanguineo

en ovejas C-Se en el dia nueve de gestacion.

La adicion de “selenio organico”, disminuye la frecuencia cardiaca y no altera los demas
parametros fisioldgicos ni la concentracidn de cortisol (indicadores de estrés), ante el estrés
producido por manejo cotidiano en ovejas durante todo el desarrollo pre-gestacional y

gestacional.
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CAPITULO IV. EFECTO DEL SELENIO (SELENOMETIONINA) SOBRE LA
EXPRESION GENICA Y VIAS ASOCIADAS A LA INMUNIDAD EN FOLICULOS

IN VITRO DE OVEJAS
4.1 RESUMEN

Antecedentes: El selenio es un oligoelemento esencial en la fisiologia del animal, ayuda en
las funciones inmunitarias, activa las células asesinas naturales, entre otras células inmunes
innatas. A nivel reproductivo, influye en la expresion génica durante la maduracion del
ovocito y beneficia la formacion y calidad de los blastocitos. En ovejas se ha investigado el
efecto del selenio sobre la expresion génica. El conocimiento sobre el efecto del selenio en
el sistema inmunoldgico de las ovejas a nivel de expresion genica, molecular y celular, es
escaso. El objetivo de este estudio fue investigar el efecto del selenio (selenometionina) en
el tejido folicular in vitro de ovejas e identificar genes relacionados con el sistema
inmunoldgico con base en la comparacion de dos tratamientos contrastantes en un

microarreglo (heterélogo) de 22K genes.

Resultados: Se identificaron 2538 genes con expresion diferencial (DEGS), de ellos, 1228
fueron genes sobre-regulados y 1310 fueron genes sub-regulados. Estos genes se clasificaron
en 32 grupos relacionados con procesos bioldgicos, 18 con componentes celulares y 12 con
funciones moleculares con base en anotacion de ontologia de genes (P < 0.01). Los DEGS
se asignaron a 41 vias mediante analisis de vias metabolicas y sefializacion KEGG (P < 0.05);
de ellos, 94 genes quedaron involucrados en ocho vias asociadas a procesos relacionados con
el sistema inmunoldgico. De los genes asociados, 48 genes estuvieron sobre-regulados y 46

genes sub-regulados, destacando los genes CD8A, CD48, NFATC2.
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Conclusiones: La exposicion de foliculos pre-ovulatorios a selenometionina (10 ng mL™)
indujo la expresion diferencial de genes, algunos de ellos, relacionados con el sistema
inmunoldgico e involucrados en diferentes vias, funciones y procesos biolégicos. Se
corrobord in vitro, la accién del selenio en la calidad del sistema inmunoldgico innato y
adaptativo de foliculos, requisito importante para la maduracion de los ovocitos, la

fertilizacion y el desarrollo embrionario.

Palabras clave: Genes, Microarreglos, Selenio, Ovejas, Inmunidad, Foliculos.

4.2 INTRODUCCION

Actualmente, es importante disefiar métodos mejorados para manipular la reproduccion y
produccion en animales domesticos. Por tanto, es necesario comprender el proceso bioldgico
y genético de los diferentes sistemas del organismo animal, como el sistema inmunoldgico.
También, es fundamental el estado de los foliculos que seran ovulados y de ovocitos sanos,
para el futuro desarrollo embrionario y el rendimiento reproductivo de las hembras. Algunos
oligoelementos como el selenio desempefian un papel importante en el funcionamiento
reproductivo y productivo. El selenio como oligoelemento esencial ejerce funciones cruciales
en la salud animal y humana [1,2]; influye en la regulacion de la respuesta inmune y
funciones reproductivas [1-5]. El selenio también tiene efecto sobre funciones estructurales,
enzimaticas, cataliticas y antioxidantes al ser componente de las selenoproteinas [1]. A nivel
reproductivo, el selenio es importante en la proliferacion y en la esteroidogénesis [6],
participa en el desarrollo del foliculo y la ovogénesis [7]. Las funciones fisiologicas del

selenio estan mediadas por selenoproteinas [8].
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La suplementacion con selenio influye en la expresion génica durante la maduracion del
ovocito de yak (bovino nativo de Asia Central) y beneficia la formacion y la calidad de los
blastocistos [9]. Mientras que, en ratones viejos, la suplementacion con selenio, (inorganico
oly organico), puede mejorar el potencial de desarrollo de los embriones resultantes de los

ovocitos de vesiculas germinales in vitro [10].

Respecto al efecto de la suplementacion con selenio en la regulacion y cambios de la
expresion génica se ha estudiado en roedores, cerdos, pollos de engorda y en humanos; no
obstante, hay pocos informes en rumiantes. En los ultimos afios se han realizado algunos
estudios en ovejas [11-15] donde se investigo el efecto de una dieta alta en selenio, sobre los
niveles del ARNm de genes relacionados con la inmunidad, proteinas de choque térmico del
musculo esquelético y genes del metabolismo de los lipidos. Sin embargo, se conocen pocos
estudios [7, 12, 16] sobre el efecto del selenio en el sistema inmunoldgico de las ovejas a

nivel folicular.

El sistema inmunoldgico tiene dos tipos de respuesta: innato y adaptativo. EI contenido
de selenio en el organismo puede afectar la funcién inmune tanto adaptativa como innata
[17]. Como inmunoestimulador, el selenio media la inflamacion y la inmunidad, influye en
los procesos de proliferacion de las células T, interviene en la actividad de las células asesinas

naturales (NK) y en otras funciones de las células inmunitarias innatas [18].

En la inmunidad adaptativa, aquella que se produce en respuesta a antigenos especificos,
el consumo de selenio influye en la activacién y funciones de las células T y B. Niveles altos
de selenio in vivo tienen efecto positivo sobre la proliferacion y diferenciacion de las células

T-auxiliares (Th) del grupo de diferenciacion (CD) 4" [19]. Su funcién a este nivel parece ser
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redox e influir en la epigenética de la diferenciacion hacia un fenotipo particular mediante el
acoplamiento del TCR (Receptor de células T), es decir, el Se influye en la diferenciacion de

las células T-auxiliares [18].

A la fecha, se dispone de poca informacién sobre los efectos del selenio en células T
citotéxicas CD8", del antigeno CD48, asi como, del factor nuclear de células T activadas
dependiente de calcineurina 2 (NFATC2). En ovejas, la informacion sobre estas células y el

gen en mencion es aln mas escasa.

El gen CD48 es un miembro de la familia de moléculas de activacion de linfocitos de
sefializacion, participa en la adhesion y activacion de las células inmunes [20], dada su
importancia, actualmente, CD48 se esta estudiando como un nuevo mecanismo de

contraataque viral para subvertir la vigilancia inmunitaria [21].

Hasta ahora, se han realizado pocas investigaciones para comprender el papel del selenio
en los foliculos in vitro de ovejas, especificamente, sobre la activacién o represion de la
expresion génica vinculada al sistema inmunolégico del ovario. Por tanto, los objetivos de
este estudio fueron investigar el efecto del selenio (selenometionina) en tejido folicular in
vitro de ovejas, detectar cambios en la expresion de genes e identificar genes relacionados

con el sistema inmunoldgico.

4.3 MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron ovarios de 10 ovejas adultas de razas mixtas en un matadero local.
Inmediatamente post mértem (1 h), los ovarios fueron transportados al laboratorio y

colocados en solucion salina (cloruro de sodio al 0.9 %) con antibiético (0.01 mg mL™*
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gentamicina) a 4 °C. El tejido adiposo y los ligamentos circundantes se eliminaron y se dieron
dos lavados con la misma solucion hasta que los ovarios quedaron limpios. Los foliculos se
visualizaron con un microscopio estereoscopico (ZEISS; 475022) y se midi6 el didmetro
folicular con un vernier. Los foliculos pre-ovulatorios (diametro >6 mm) se extrajeron de los
ovarios, utilizando bisturi y pinzas de diseccidn en condiciones estériles. Los foliculos se
mantuvieron en una solucién compuesta por medio esencial (MEM) (Sigma-Aldrich),

solucion salina y antibidtico (0.01 mg mL™ de gentamicina), previo a su cultivo in vitro.

Cultivo in vitro

El disefio experimental incluyé dos tratamientos y 6 repeticiones; se seleccionaron 36
foliculos pre-ovulatorios, se colocaron 3 foliculos en tubos tipo Eppendorf con 1 mL de
medio de cultivo, en total fueron 18 foliculos elegidos al azar por tratamiento. El tratamiento
testigo consisti6 en MEM con 100 Ul mL* de gonadotropina coriénica equina (eCG) y
gentamicina al 0.01 % mientras que, para estudiar el efecto del selenio, al medio se le
adicionaron 10 ng mL™ de selenometionina. Los tratamientos se incubaron durante 24 h con
base en lo descrito por Miranda et al. [22]. Posteriormente, los foliculos se retiraron del medio
de cultivo y se colocaron en tubos tipo Eppendorf de 2 mL, se congelaron inmediatamente

en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta la extraccion del ARN.

Extraccion de ARN

El ARN total de los foliculos se extrajo utilizando TRIzol (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. EI ARN se evalud cuantitativa y cualitativamente mediante
absorbancia utilizando un espectrofotometro ND-2000 NanoDrop (NanoDrop, Thermo

Scientific) y geles desnaturalizantes de agarosa al 1.5 % con base en el protocolo de
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Sambrook y Russell [23], respectivamente. Las muestras de ARN se procesaron en la Unidad
de Microarreglos de ADN de la Universidad Nacional Auténoma de México

(http://microarrays.ifc.unam.mx/) utilizando tincion fluorescente Cy3-dUTP y Cy5-dUTP y

un microarreglo heterélogo de 22K genes de ratén.

Analisis de enriquecimiento funcional

Los valores de fluorescencia entre Cy3 y Cy5 se normalizaron y aquellos con z-score > -
1.5 y > 1.5 se consideraron como genes con expresion diferencial (DEGS). Esos DEGS se
utilizaron para la anotacion a los términos de Gene Ontology (GO) con P <0.01 y P <0.05
[24] y a la base de datos enciclopedia kyoto para genes y genomas (KEGG) de vias
metabolicas y sefializacion con P < 0.05 [25] a través de DAVID Bioinformatics Resources
v6.8 (https://david.ncifcrf.gov/). La visualizacion de la interaccion génica de las vias se hizo

con el software Cytoscape v3.7.2 [26].

Validacion cuantitativa de qPCR en tiempo real

Se seleccionaron tres DEGS (CD8A, CD48, NFATC?2) implicados en vias de sefializacion
inmunoldgicas para validar su expresion relativa mediante RT-qPCR. La amplificacion se
hizo con cebadores disefiados con base en CDS de ovino de genes reportados en el GenBank
y el software Primer 3 (Tabla 1). El andlisis de RT-gPCR se desarroll6 en la Unidad de
Servicios Genomicos (LANGEBIO-CINVESTAYV, México) utilizando tres repeticiones

técnicas. Se utilizo el gen B-actina (ACTB) como control enddgeno y el método 24T para

cuantificar la expresion relativa de los genes seleccionados entre los dos tratamientos

experimentales.
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Cuadro 1. Cebadores utilizados para el andlisis de la reaccion en cadena de la polimerasa en

tiempo real (QPCR).

Tamafio  NOmero de acceso
Gen Secuencia del primer (5°-3")
(pb) GenBank
ACTB F:CATCGGCAATGAGCGGTTCC 146 NM_001009784
R:CCGTGTTGGCGTAGAGGT

CD8A  F:GGAGTGAACTGAACCCTGGA 225 XM_027966754
R:TGACCCAGGAGCATGTTTGA

NFATC2 F.CCACTTTTCTCCAACAGCCC 193 XM_027977331
R:GAACCCACCCACTGAAACAC

CD48 F.GCTTGGCATCCTTCTCATGG 250 XM_012183742

R:GCCCTTCTCCGAGTCTTTCT

ACTB gen constitutivo.

4.4 RESULTADOS

Se identificaron 2538 genes que mostraron diferencias significativas (z-score > -1.5 y >

1.5) despues de comparar la intensidad de hibridacion entre foliculos sin exposicion a selenio

y foliculos expuestos a selenio. Del total, 1228 genes fueron sobre-regulados y 1310 genes

sub-regulados y estos fueron los que se utilizaron en los analisis de anotaciones funcionales

posteriores.
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Analisis de anotacion GO y enriquecimiento KEGG de DEGS

Se analizaron en total 1411 genes elegibles por DAVID mediante analisis GO (P <0.01);
estos fueron clasificados en 32 grupos funcionales vinculados a procesos bioldgicos (PB), 18
grupos a componentes celulares (CC) y 12 grupos a funciones moleculares (FM). Segun el
analisis de GO, la mayor abundancia de genes estuvo dentro de la categoria PB. Para genes
sobre-regulados, los grupos implicados en PB involucraron procesos de transcripcion,
regulacion positiva de migracion celular, plegamiento de proteinas, endocitosis; en tanto que
aquellos relacionados con CC incluyeron citoplasma y nucleo, y aquellos involucrados con
FM correspondieron a proteinas de unién al ADN. Para los genes sub-regulados, los PB
implicaron procesos de transcripcion, transporte y fosforilacion; los CC, membrana y

citoplasma, y los FM, proteinas y nucle6tidos de unién (Fig. 1).

En el analisis de GO (P < 0.05) fueron clasificados 115 grupos funcionales de PB, 42
grupos CC y 38 grupos FM. De manera importante, se identificaron mediante los términos
de GO, genes relacionados con procesos inmunes (Cuadro 2) que pueden estar desempefiando
un papel importante en la regulacion del sistema inmunoldgico en los foliculos pre-
ovulatorios de ovejas. En el conjunto de genes asociados a PB destacaron genes sobre-

regulados relacionados con endocitosis (P < 0.01).
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Procesos Bioldgicos

Desarrollo de vasos sanguineos

Migracién celular

Regulacién negativa del proceso apoptotico neuronal
Regulacién del crecimiento

Desarrollo del prosencéfalo

Vasculogénesis

Regulacion positiva del proceso apoptotico de las..

Desarrollo retinal del ojo en cdmara

Regulacién positiva de la transcripcion del ADN
Desarrollo de células fotorreceptoras oculares
Transmision sinaptica neurona-neurona
Fosforilacion

Endocitosis

Respuesta celular al estimulo de dafio del ADN
Fosforilacion de proteinas

Regulacién positiva de la proliferacion celular
Transporte de RE a Golgi mediado por vesiculas
Restriccion de linaje neuronal

Plegamiento de proteinas

Biogénesis de la subunidad grande del ribosoma
Desarrollo de la glandula pituitaria

Regulacion de la transcripcion del ADN
Activacion de la actividad de GTPasa
Comportamiento de marcha en adultos
Transporte

Desarrollo del sistema esquelético

Regulacidn positiva de la migracion celular
Desarrollo del corazon

Regulacion positiva de la transcripcion del..

Regulacién negativa de la proliferacion celular
Desarrollo de organismo multicelular
Transcripcion del ADN
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Componentes Celulares B

Union célula-célula

Matriz nuclear

Membrana de Golgi
Citoesqueleto

Membrana lisosomal

Balsa de membrana
Nucleoplasma

Vesicula citoplasmatica
Membrana del reticulo endoplasmico
Complejo proteico

Proyeccion de neuronas

Aparato de Golgi

Region perinuclear del citoplasma
Exosoma extracelular

Membrana

Citosol

Nucleo

Citoplasma
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NuUmero de genes
Funciones Moleculares C

Actividad hidrolasa

Union de proteinas citoesqueléticas
Union especifica de la secuencia de ADN..
Unidn de polisacaridos

Actividad del activador de transcripcion,..
Union de nucleotidos

Unidn de proteinas mal plegadas

Unidn especifica de secuencia de ADN de..
Ligando del receptor de interleucina-1
Union al ADN

Union especifica de secuencia de ADN
Enlace proteico

Namero de genes
Fig. 1 Clasificacion de Ontologia de Genes (GO) de genes expresados diferencialmente por

efecto de selenometionina en foliculos in vitro de ovejas (1411 genes, P <0.01). (A) Procesos
bioldgicos; (B) Componente celular y (C) Funcion molecular. Rojo (sobre-regulado) y azul

(sub-regulado).
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Cuadro 2. Diez procesos biolégicos principales relacionados con el sistema inmunoldgico de foliculos in vitro expuestos a

selenometionina.

Fold P-
Categoria Cantidad Sobre-regulado Sub-regulado )
Enrichment  Value
CD209B, RAB1A, ARHGAP27, ATP9A, CD209B, GAPVD1,
o AP2M1, APP, ARR3, EPS15, HRAS, RAB34, ARHGAP27,
G0:0006897~endocitosis. 26 1.80 0.0048
PIK3CB, PSTPIP1, PACSIN1, WIPF2, ARC, AP2M1, APP,
PACSIN3, SORT1, SNX1, SNX4 ARR3, A4
G0:2000353~ regulacién
positiva del proceso AKR1C18, COL18A1, PRKCI,
_ 6 FOXO03, AGER 4.71 0.0066
apoptatico de las células RGCC
endoteliales.
) BTG2, HRAS, CORO1A, ENL1,
G0:0043524~ regulacion ISL1, JAK2, KRAS, CACNA1A,
) FOXBL1, FZD9, HSPD1, HIPK2,
negativa del proceso 23 MTNR1B, MT1, NGF, NRBP2, 1.80 0.0083
] LGMN, MDK, NPM1, PRKCI,
apoptotico neuronal. SOD1, UBE2V2
SIX4
JAK2, SOX4, BAGALT1, WT1,
) CLIP3, RBCK1, APBB2,
G0:0043065~ regulacion AIFM1, AGER, CASP1,
N CTNNBL1, CLU, DHODH,
positiva del proceso 40 CTNNB1, CCAR1, DAPKS3, 1.50 0.0108

apoptético.

EEF1E1, FOXO3, MSX2, NGF,
NET1, PTEN, ZAK, TOP2A

HSPD1, HMGA2, ING5, IP6K2,
IL24, MUC2, LPAR1, NTRKS,
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G0:0010667~ regulacion
negativa del proceso
apoptotico de las células
del masculo cardiaco.

G0:0006909~fagocitosis

G0:0043066~ regulacion
negativa del proceso

apoptatico.

10

59

PCMT1, QK, JAK2, HSF1,
NFE2L2

ANXA3, MEGF10, TULP1,
TUSC2
ARF4, ARAF, BCL11B, CD38,
CD74, HHIP, JAK2,
ARHGAP10, SMARCAA4,
TRIAP1, WT1, AIPL1, AVEN,
CRYAB, CBS, TEK, EPCAM,
FXN, GAS1, MAEA, MSX2,
PROP1, PRDXS5, PTEN, PLACS,
PLK1, RHBDD1, SLC40A1,
SPHK1, SOD1, TEX11, ZFP830

KCNMAL, SFRP1, SAV1, STK4,
TEX261, TFAP4, TGFB1

GHRH, NPM1 3.38

GATA2, CORO1A, EIF2AK1,
HCK, ABL2, VAV1

2.41

OGGl, BTG2, LIMS1, PTK2,
STIL, ALB, AKR1B3, APBB2,
ARNT2, BFAR, CLU, DPEP1,
GNAQ, HSPD1, HELLS, HCK, 1.31
HMGA2, IL24, LTK, NPM1,
PAX4, KCNJ1, PRKAA2, SFRP1,
SIX4, SPHK2, UCP2

0.0145

0.0205

0.0286
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G0:0038096~ Via de
sefializacion del receptor
Fc-gamma implicada en
la fagocitosis.
G0:0042110~activacion

de células T.

G0:0030097~hematopoy

esis.

WAS, WASL, CDCA42 9.41

WAS, HSPD1, ITGAV, TGFB1,

CD48, CD8A 2.58
VAV1
GATA2, BRCA2, CUL4A,
CD34, TIPARP, ADD2,
KIRREL3, PICALM, RUNX1, 1.90
CTNNB1, TEK, GFI1
SFRP1

0.0341

0.0495

0.0395
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Respecto a vias metabdlicas y de sefializacion, el analisis con la KEGG asigno los DEGS (P <
0.05) a 41 vias (Fig. 2); de éstas, ocho vias estan involucradas en procesos inmunes: via de
citotoxicidad mediada por células asesinas naturales, via de sefializacion de Wnt, via de
sefializacion del receptor de células B, via de sefializacion del receptor de células T, via de
migracion transendotelial de leucocitos, via de sefializacion MAPK (proteinas cinasas activadas
por mitdgenos) regulacion del mediador inflamatorio de los canales TRP (Receptores de Potencial
Transitorio) y fagocitosis mediada por Fc (Fragmento cristalizable) gamma R. Estos resultados
indican que los genes expresados diferencialmente en foliculos tratados con selenometionina estan
involucrados en el sistema inmunolégico. Asimismo, se encontraron algunas vias asociadas a
enfermedades inmunes y enfermedades infecciosas, como artritis reumatoide, influenza A, ademas
de procesos de transduccion de sefiales, procesamiento de informacion genética y cancer. Entre
los 1411 genes, 58 estan involucrados en la via KEGG maés grande en cancer y 30 genes en la via

de sefializacion MAPK, entre otras vias importantes (Fig.2).
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Unién Gap

Citotoxicidad mediada por células..

Toxoplasmosis

Sinapsis colinérgica

Via de sefializacion de neurotropinas
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Recombinacién homologa
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Guia de axones
Cancer de pulmon de células no pequefias
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Invasion bacteriana de células epiteliales
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Via de sefializacion de VEGF

Cancer endometrial

Via de sefializacion Rapl

Vias de seiializacién que regulan la..

Cancer de tiroides
Via de la anemia de Fanconi
Cancer colonrectal

Via de seiializacion del receptor de..

Depresion prolongada

Migracion transendotelial de leucocitos
Fagocitosis mediada por Fc gamma R
Control circadiano

Leishmaniasis

Sinapsis serotoninérgica

Vias en el cancer

Numero de genes

Fig. 2 Analisis de la via Enciclopedia de Kioto para genes y genomas (KEGG) de genes expresados

diferencialmente presentes como efecto de la selenometionina en foliculos in vitro de ovejas.
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Analisis de la red de interaccion de genes de expresion

La red de expresion se construy6 utilizando 94 genes y ocho vias biolégicas importantes
relacionadas con el sistema inmunoldgico. De éstos, 48 fueron sobre-regulados y 46 sub-regulados.
Como se muestra en la Fig. 3, algunos DEGS estaban en el centro de la red, como PIK3CD,
WNTB8A, CACNAL, VAV2, CD48, CD8A, NFATCZ2, lo que indica interaccidn-regulacion mutua en
vias del sistema inmunolégico. Quince genes, incluidos CD8A, NFATC2, se asignaron en la via de
sefializacion del receptor de células T; de ellos, nueve genes estuvieron siendo sobre-regulados y
seis genes sub-regulados. Ademas, 20 genes se asignaron en las rutas de migracion transendotelial

de leucocitos.

Validacion cuantitativa de gPCR en tiempo real

Los cambios de expresion relativa de tres genes relacionados con la inmunidad (CD8A, CD48,
NFATC?2) se confirm6 mediante RT-qPCR y se compararon con las mismas muestras analizadas
por microarreglos (Fig. 4). Se encontrdé variacion de la cantidad detectada de los genes
seleccionados entre ambos tratamientos experimentales. Estos genes muestran cambios de
expresion diferencial en microarreglos, pero no se encontrd la misma cantidad mediante RT-gPCR
lo que puede estar relacionado con problemas especificos de secuencia y seleccion de cebadores,

disefio del cebador y otras condiciones experimentales.
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Fig. 3 Red entre genes y vias involucradas en procesos inmunes de foliculos in vitro por efecto de selenometionina. Los nodos

representan genes. Rojo: sobre-regulados, azul: sub-regulados; amarillo: vias.
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Fig. 4 Tres genes validados por RT-gPCR de foliculos in vitro de ovejas por efecto de
selenometionina. CD8A: Cluster de diferenciacion 8a, NFATC2: Factor nuclear de linfocitos T

activados, 2- dependientes de calcineurina y CD48: Cluster de diferenciacion 48.

4.5 DISCUSION

En este estudio, se identificaron 2538 genes con cambios en su expresion, lo cual sugiere que
el selenio aun suplementado in vitro a los foliculos (10 ng mL™), tiene efectos sobre el
transcriptoma. Estos resultados concuerdan con lo observado en ovejas suplementadas con alta
concentracion de “selenio organico” (0.40 mg) donde detectaron 1186 transcritos expresados [16]
y en gansos bajo estimulacion de selenio; se identificaron 2228 genes expresados diferencialmente
[27]. El tratamiento con selenio a los foliculos de ovejas también permitio diferenciar 1228 genes

sobre-regulados y 1310 genes sub-regulados. En contraste, con lo observado en ovejas
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suplementadas con dosis altas de “selenio organico” donde encontraron 942 y 244 genes sobre-
regulados y sub-regulados, respectivamente [16]; en gansos con selenito identificaron 1157 genes
sobre-regulados y 1071 genes sub-regulados [27], y en ratas con dietas normales y bajas de selenio
detectaron 2514 genes sobre-regulados y 2417 genes sub-regulados [28]; como se observa

encontraron mayor nimero de genes sobre-regulados y menor nimero de sub-regulados.

Segun la clasificacion de GO, la mayor abundancia de genes se represent6 en la categoria de
PB, principalmente aquellos involucrados en la transcripcion (Fig. 2A); mientras que en CCy FM,
el citoplasma y los nucle6tidos de union fueron los componentes que destacaron, lo cual concuerda
con otros estudios en ovejas [16], en gansos [27] y en ratas [28] cuando suplementaron selenio a
niveles altos. EIl nivel de selenio en la dieta altera la lectura del codigo genético y regula la
expresion de los genes especificos de selenoproteinas mediante la regulacion diferencial del codon
UGAy el control del paso limitante de la incorporacion de selenocisteina (Sec). Ademas, aumenta
la densidad de ribosomas rio abajo de los codones UGA que codifican a la selenocisteina [29].

Estudios sugieren que existe efecto de modulacion de la transcripcion inducido por selenio [30].

En este estudio, el andlisis funcional revelé una semejanza entre genes sobre-regulados (48
genes) y sub-regulados (46 genes), involucrados en ocho vias principales relacionadas con el
sistema inmunoldgico. Estos resultados coinciden a lo observado en leucocitos de cerdos
suplementados con selenio, en donde se encontraron 28 genes sobre-regulados y 24 genes sub-
regulados [31]. Asimismo, en un estudio en ratas con niveles bajos y normales de selenio se
detectaron 44 vias con valor de P <0.05, en las cuales se encuentran la via de sefializacion de Whnt,

la de migracion transendotelial de leucocitos, entre otras vias [28].
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El analisis diferencial permitié detectar genes sobre-regulados y sub-regulados en foliculos pre-
ovulatorios de ovejas cultivados in vitro, involucrados en el sistema inmunoldgico. Estos hallazgos
sugieren que es posible que el selenio en los foliculos pre-ovulatorios, afecte la expresion de genes
y vias de sefializacion relacionadas con el proceso inmunoldgico en los foliculos pre-ovulatorios;
ademas, podria regular el crecimiento del foliculo pre-ovulatorio y la maduracion de los ovocitos
al igual que su proteccion. En un estudio reciente en ratones [10], se demostré que la
suplementacion con selenio mejoro significativamente el mantenimiento de los foliculos y redujo
la tasa de apoptosis en los ovarios; asimismo, aument6 la capacidad proliferativa de las células de

la granulosa luteinizadas [6].

Los resultados en este estudio mostraron la activacion de algunos genes involucrados en vias
relacionadas con el sistema inmunoldgico, como PIK3CD, WNT8A, CACNAL, VAV2, CD48,
CDB8A, NFATC2, entre otros genes, por efecto del selenio. EI gen CD48 se asigné a la via de
citotoxicidad mediada por células asesinas naturales (Fig. 3); este gen, es miembro de la familia
de moléculas de activacion de linfocitos de sefializacion y participa en la adhesion y activacion de
las células inmunes [20]. CD48 es uno de los principales actores en la unidad efectora alérgica,
funciona como un receptor activador y estd implicado en varias enfermedades inmunolégicas
caracterizadas por inflamacion [32]. Actualmente, CD48 se estudia como un nuevo mecanismo de

contra-ataque viral para alterar la vigilancia inmunitaria [21].

El antigeno CD8 cadena alfa (CD8A), es fundamental para la defensa inmunitaria mediada por
células y para el desarrollo de células T [33]. CD8 puede tener actividad de conservacion en la

maduracion y la distincion de linaje de las células T [34].
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El gen NFATC2 esta involucrado en el complejo de transcripcion de células T activadas y regula
la transcripcién de gran cantidad de genes. Por tanto, regula diversos procesos, incluida la
diferenciacion celular, la migracion y la angiogénesis [35]. Actla en la expresion inducible de
genes de citocinas en células T, especialmente en la induccion de la interleucina IL-2, IL-3, IL-4
[36]; promueve la migracion invasiva a traves de la activacion de la expresion de GPC6 y la via
de sefializacion WNT5A [37]. Este gen NFATC2 también esta involucrado en las vias de
sefializacion del receptor de células T, en la citotoxicidad mediada por células asesinas naturales,

en la via de sefializacion del receptor de células B y en la via de sefializacién Wnt (Figura 3).

En un estudio [38] sobre el andlisis del transcriptoma de ovejas con paratuberculosis sin
suplementacion de selenio, se identificaron siete vias asociadas con la inmunidad adaptativa. La
mayoria de los genes identificados dentro de estas vias fueron reprimidos, incluyendo Co-
receptores de TCR del receptor de células T CD4 (-1.57 veces), CD8A (-2.33 veces) y CD8B (-
2.28 veces). En otro estudio [39] en tejido de pulmén de la oveja Jaagsiekte infectado por
retrovirus, los genes CD8A y CD8B se encontraron sub-regulados, lo cual contrasta con lo hallado
en el presente trabajo, donde los genes CD48 y CD8A fueron sobre-regulados bajo el efecto del
selenio. En pollos en engorda sometidos a dietas supra nutricionales con selenio se detectaron
ocho genes sobre-regulados en muestras de tejido del bazo, timo y bolsa de Fabricio [40]. Hasta
donde se tiene conocimiento, este el primer trabajo enfocado a estudiar el efecto del selenio en la

expresion de los genes CD8A, CD48 y NFATC2.

Es importante considerar que los foliculos son la unidad fundamental del ovario, cuyas
funciones principales son la produccion de hormonas y de ovocitos. Asimismo, se debe destacar

la implicacion del sistema inmunolégico en el desarrollo folicular, la esteroidogénesis, la
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ovulacion y la calidad de los ovocitos. Los resultados del presente trabajo subrayan la importancia

que tiene el selenio para mejorar la inmunidad en los foliculos pre-ovulatorios.

En este estudio se encontrd que el selenio también afectd otras vias génicas o moleculares,
incluidas las de transduccion de sefiales, procesamiento de la informacién genética y cancer. En
estudios anteriores en gansos y ratas [27, 28], se encontraron resultados similares en estas vias,
donde el alto nivel dietético de selenio puede modul6 la expresidn de un gran nimero de genes en
diferentes vias. Asimismo, Sirri et al. [41] demostraron que las dietas enriquecidas con vitamina
E y selenio, afectaron vias implicadas con sistema inmunolégico (migracion transendotelial de

leucocitos), en condiciones fisioldgicas normales.

En cultivos de células cancerosas el selenito estimula la apoptosis [42]. Asimismo, existe
literatura que sefiala que el nivel dietético 6ptimo de selenio asegura su adecuada actividad

antioxidante y anticancerosa [43].

El presente estudio resalta el efecto de la suplementacion con selenio en el transcriptoma de
foliculos de ovejas, provee un amplio escenario del sistema inmunolégico que se desencadena en
los foliculos previo a la expresidn genética cigética y brinda informacion acerca de la expresién
de genes maternos. Los hallazgos confirman la importante funcion del selenio en un tejido
reproductivo como los foliculos y corroboran la expresion de genes relacionados con la calidad
del sistema inmunoloégico, asimismo la accion del selenio puede mejorar la calidad de los ovocitos

maduros, un requisito, de vital importancia en la reproduccion de ovinos.
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4.6 CONCLUSIONES

La exposicion in vitro de los foliculos pre-ovulatorios de ovejas a 10 ng mL™* de SeMet afect6
la expresion de 2 538 genes. De ellos, algunos genes asociados a ocho vias reportadas a procesos
inmunes. Entre los genes que sobresalieron por su expresion diferencial fueron CD8A, CDA48,
NFATC2. Estos genes y vias identificadas ratifican el efecto beneficioso del selenio en la calidad
del sistema inmunoldgico de foliculos, importante condicionante para la maduracion de ovocitos,

la fertilizacion y desarrollo posterior del embridn.

Abreviaturas

ACTB: Beta-actina

PB: Procesos bioldgicos

CC: componentes celulares

CD: Cluster de diferenciacion

CD48: Cluster de diferenciacion 48

CDB8A: Cluster de diferenciacion 8 alfa

DAVID: Base de datos para anotacion, visualizacion y descubrimiento integrado
eCG: Gonadotropina coridnica equina

GO: Ontologia genética

IL: Interleucina

KEGG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto
MEM: Medio esencial minimo

MF: Funciones moleculares

ARNmM: ARN mensajero

NFATC2: Factor nuclear de células T activadas, dependiente de calcineurina-2
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NK: Asesino natural
Se: Selenio
SeMet: selenometionina

TCR: Receptor de células T
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CONCLUSIONES GENERALES

El “selenio organico” disminuye el nimero de neutréfilos, a los 42 y 104 dias de gestacion, de
basdfilos a los cinco dias de iniciado el tratamiento con selenio, ambas células intervienen durante
toda la gestacion. El selenio puede influir en el peso al destete dependiendo el sexo del cordero.

La adicion de selenio organico, disminuye la frecuencia cardiaca (indicador de estrés), ante
estrés producido por manejo cotidiano en ovejas durante todo el desarrollo pre-gestacional y
gestacional en ovejas.

El “selenio organico” desempefia una funcién primordial en el primer tercio de la gestacion y
puede mantener el equilibrio homeostético del animal durante la gestacion.

El selenio puede influir en la calidad del sistema inmunolégico de los foliculos pre-ovulatorios,
al identificar 94 genes expresados diferencialmente en ocho vias relacionadas al sistema inmune,
importante condicionante para el mantenimiento de la integridad y maduracion de los ovocitos, la

fertilizacion y el desarrollo posterior del embrion.
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