08 INILOS MERTe
i Y

S RS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS
NATURALES

....
aaaaaaaaaa

EFECTOS DE UN BOLO DE CRISTAL SOLUBLE CON
SELENIO EN VARIABLES HEMATICAS, ACTIVIDAD DE
GLUTATION PEROXIDASA, CONCENTRACION SERICA DE
SELENIO Y CALIDAD SEMINAL DE MORUECOS SUFFOLK
Y HAMPSHIRE

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES

PRESENTA:

IAZ. OSCAR CARRILLO NIETO

El Cerrillo Piedras Blancas, Toluca, Estado de México, Marzo de 2017



08 INILOS MERTe
i Y

S RS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS
NATURALES

....
aaaaaaaaaa

EFECTOS DE UN BOLO DE CRISTAL SOLUBLE CON
SELENIO EN VARIABLES HEMATICAS, ACTIVIDAD DE
GLUTATION PEROXIDASA, CONCENTRACION SERICA DE
SELENIO Y CALIDAD SEMINAL DE MORUECOS SUFFOLK
Y HAMPSHIRE

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES

PRESENTA:

IAZ. OSCAR CARRILLO NIETO

COMITE DE TUTORES:
Dr. IGNACIO A. DOMINGUEZ VARA (Tutor Académico)

Dr. NAZARIO PESCADOR SALAS (Tutor adjunto)
M. en C. SOLEDAD DIAZ ZARCO (Tutora adjunta)

El Cerrillo Piedras Blancas, Toluca, Estado de México, Marzo de 2017



CONTENIDO

DEDICATORIAS ...ttt s bbb bbbt st vii
AGRADECIMIENTOS ..ottt saesnenrenreane e viii
RESUMIBI ...ttt bbbttt e e bbbt b bt bt e st e b et st e b et beanes IX
N o1 L= Tod SRS STPR X
I (1 7T [N ToTox o] ISR TP ROV URUR PSPPI 1
A AV Lo o [ ) T L [ PSS 4
2.1 LOS MINEIAIES ..ottt b e bbbt 4
2.2 Clasificacion de 10S MINEAIES ..........coviiiieiieieiere e 5
2.2.1 MINEIAIES TrAZA... .. ccvi ittt bbbt 6
2.3, SEIENIO (SB) .ttt 6
2.3. L. ANTECRARNTES ......eviitiiieciee ettt bbbttt bbb et 6
2.3.2 Actividad e importancia biologica del Selenio............ccocooeiiiniiiiiiiec 9
2.3.2.1 FUNcion como antioXIdANTE .........ccuereruerierieniisiesieeeee e 9
2.3.4 La enzima glutation peroxidasa (GSH=-PX).........ccoceruririnnieneneieneneese e 10
2.3.5 Metabolismo del SEIENIO........coviiiiiiiiec 12
2.3.5.1 DigestiOn Y @DSOICION ....c..cueiviiiieiieie et 12
2.3.5.2 EXCrECION 08 SB....viiiiiiieiiieieee ettt 13
2.3.5.3 Mecanismo de accidn en la intoxicacion por selenio...........ccocceevrenenennen, 13
2.3.6 Requerimientos de SEIENIO.........c.coviiiiii e 14
2.3.7 Contenido de selenio en el organiSmO .........ccccceveiirineniniee e 15
2.3.8. Desordenes reproductivos causados por la deficiencia de selenio .................... 16
2.3.9 Importancia del selenio en la reproduccion de pequefios rumiantes: oveja 'y
00Tl a0 I 01V o ST TR S SRR 17
2.3.10 S€ €N SULIO Y AQUA .....eveeieeiieiete ettt 21
2.3.11 Selenio €N FOITAJE.....ccvciiiiece ettt ere s 21
2.4. Aspectos reproductivos del semental OVINO ........cccocviiiiiiniiiiie e 22
2.5. Las razas ovinas SUffolk y HampPsShire ..........cccoceoeiieii i 25
2.5. 1 SUFFOIK 1. 25
2.5.2 HAMPSNITE ...ttt et sre et e e s beesaeennenne s 25
TN 1) ] o= Tod o o SRS 26
A, HIPOESIS ...ttt ettt e s bt e e et e e be et e s he e teene e e be et e e e e ate e reerneare e reaneenres 28
5. ODJBEIVOS ...ttt bbbt bbbttt 29
5.1 GBNEIAL ...ttt bt nes 29
5.2 PAITICUIAIES ......veeeeeee ettt ettt e eanaesteeteeneesteeneeaneenne s 29
6. MaterialeS ¥ METOAOS ........oiuiiiiieieie ettt bbb 30
TR o Yo% 1 4= Tod o] o PSP ST 30
6.2 ANIMAIES Y MANEJO ...ttt b bbb 30
6.3 ANALISIS A€ 1aDOIatOrI0 ... ...veveeeieieie et e 32
6.4 Suplementacion de SEIENIO .......cccoiiiiiiiiee e 33
6.5 ANALISIS ESTATISTICO ..o.viveiiieieeee e e 34
7. RESUIAA0S Y QISCUSION......cuiiiiiiieiiiieiee sttt bbb 35
8. CONCIUSION GENETAL .......veeeiee ettt e s te e be e sre s 43
9. LIEratura CITA0A ... ccveieeerieeie ettt e e ste e esreenreeneeaneennes 44



L0. AANEXOS ...ttt ettt ettt ettt ettt b Rt ekt R et ekt e R b e e bt e R e e e e Re e R b e e Reeenb e e nneeanbeenreeas 56
Anexo 1. Manuscrito cientifico con clave de registro (carta de recepcion de la revista

AAGIOCIENCIA) ettt b bbbt b bt e bbbt bt bt bt e nr e 56
Anexo 2. Presentacion en Reunion Bianual de Reproduccion Animal 2012. Centro
Universitario UAEM Temascaltepec, MEXICO. ......ccocvvviviiiieiieieiesie e 79



Indice de cuadros

Cuadro 1. Concentraciones de Se recomendadas para varias dietas
de animales PeCUATIOS. ... ouuiuttet ettt ettt eeaa e

Cuadro 2. Efecto de la aplicacion de selenio mas vitamina E a
cabras de un rebafio con alta mortalidad de cabritos.....................

Cuadro 3. Efectos de un bolo de cristal soluble con selenio sobre el
peso Vivo, circunferencia escrotal, condicion corporal, valores de
hematocrito, hemoglobina, actividad de la glutatién peroxidasa y
concentracion de selenio en suero de moruecos Hampshire y
SUTTOLK . ..o,

Cuadro 4. Efecto del mes de muestreo, antes y después de
suministrar un bolo de cristal soluble con selenio, en el cambio de
PV, circunferencia escrotal, condicién corporal, hematocrito,
hemoglobina, actividad de GSH-Px y concentracion de selenio de
moruecos Hampshire y Suffolk..................coo

Cuadro 5. Efectos de un bolo de cristal soluble de selenito de sodio
sobre las caracteristicas del eyaculado de moruecos Hampshire y
Suffolk durante la época reproductiva (noviembre a enero)............

Pagina

14

17

34

37

39



indice de figuras

Figura 1. Sintesis de los aminoacidos selenometionina vy

selenocisteina en €l Organismo..........c.c.vvviiiiiiiiiiiiiiiiiieinannn,

Figura 2. Actividad de la enzima GSH-Px (U g* Hb) en sangre de
moruecos con Y sin selenio durante el periodo experimental en una

unidad de produccion ovina del valle de Toluca, México.............

Pagina

36

Vi



DEDICATORIAS

A DIOS
Porque siempre esta conmigo, ayudandome y guiandome, en cada uno de mis proyectos y
trabajos, y todo lo que soy y tengo se lo debo a EL.

A MI ESPOSA IRAIS
Por todo lo que representa en mi vida y por impulsarme a no darme por vencido y por todos
estos afos de lucha a mi lado cada dia. Te amo lIris.

A MIS HIJOS
Oscarin y Chabelita. Porque significan mi continuidad y son el motor para echarle ganas y
para que a diario busque ser mejor en todo. Y a Fidelito (+) por ser ese angel que nos cuida
desde el cielo. Los Adoro.

A LA MEMORIA DE MI PADRE, ABUELITAS Y ABUELITOS
Porque desde el cielo me cuidan y protegen en cada accion que emprendo, y porque de
ellos aprendi muchas cosas que me han servido para salir adelante y luchar en esta vida.

A Ml MAMA
Por su apoyo incondicional y gran ejemplo de lucha, trabajo y buenos principios que han
sido indispensables para alcanzar mis metas.

) A MIS HERMANOS
Javier, Miguel Angel, y Lupe, Por ser un ejemplo de superacion, coraje y esfuerzo; y por el
gran apoyo que desde nifio recibi de parte de ellos. Los quiero.

A MIS SUEGROS
Don Emilio y Dofia Leonor, por siempre estar al pendiente de nosotros y apoyarnos cuando
se requiere. Gracias.

vii



AGRADECIMIENTOS

A mi Alma Mater, la Universidad Auténoma del Estado de México, por formarme
académicamente y brindarme todos los conocimientos adquiridos que me permiten
desarrollarme profesionalmente.

A MI DIRECTOR DE TESIS
Dr. Ignacio A. Dominguez Vara. Por el gran apoyo brindado para la realizacion de este
trabajo, asi como la paciencia que me tuvo y por compartir conocimientos conmigo, pero
sobre todo por su amistad. Gracias Doc.

A MIS ASESORES Y MAESTROS
Dr. Nazario Pescador Salas, M. en C. Soledad Diaz Zarco, por los conocimientos
compartidos en el aula y por el asesoramiento para este trabajo, y a todo el Claustro
Académico del Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Agropecuarias y Recursos
Naturales, por todas las facilidades para mis estudios de Posgrado, asi como la conclusion

de este trabajo. Gracias

A MI JEFE
Lic. Oscar Gustavo Céardenas Monroy por su valioso apoyo para desarrollarme en el ambito
politico y profesional, y porque su ejemplo de trabajo y tenacidad para trascender han sido
vitales en mi vida laboral, y porque siendo ambos egresados de la misma Alma Mater y del
mismo pueblo coincidimos en poner en alto nuestra Universidad y nuestro querido

Jocotitlan. Y arriba Cheje Jefe.

viii



Resumen

En México se han diagnosticado deficiencias de minerales traza en ovinos, pero no se han
establecido estrategias para corregirlas y evaluar su respuesta. El objetivo del estudio fue
evaluar, en moruecos (9 Hampshire PV 80.6 + 7.6 kg y 9 Suffolk PV 86.3 £ 9.3 kq), el
efecto de un bolo de cristal soluble con selenito de sodio, sobre el PV, circunferencia
escrotal, condicion corporal, variables heméticas, actividad de glutation peroxidasa,
concentracion de selenio y caracteristicas del eyaculado. El disefio experimental fue
completamente al azar con arreglo factorial 2x2x3 de tratamientos: 1) con y sin Se (bolo de
cristal soluble), 2) razas (Hampshire y Suffolk) y, 3) meses de la época reproductiva
(noviembre, diciembre y enero). Los datos se analizaron con el procedimiento MIXTO de
SAS y la prueba de Tukey para comparar las medias (p < 0.05). El estudio se realizé de
julio del afio 2005 a febrero de 2006. Las muestras de sangre se obtuvieron en las semanas
uno (previo al tratamiento), dos y tres de julio de 2005, y después en la cuarta semana de
cada mes (de agosto de 2005 a febrero de 2006). De noviembre de 2005 a enero de 2006,
mediante vagina artificial, semanalmente se evalué el eyaculado de los moruecos. Los
moruecos pastaron, durante el dia, praderas de Pennisetum clandestinum, con
confinamiento nocturno. Diariamente (08:00 h) previo al pastoreo, recibieron un
concentrado (1% PV). El Se aumento (p < 0.05) la actividad de GSH-Px, la movilidad y los
espermatozoides vivos y normales. La calidad del eyaculado fue mayor (p < 0.05) en
volumen, densidad, concentracion y viabilidad para la raza Suffolk. En conclusion, los
bolos con Se aumentaron la actividad de GSH-Px, la movilidad y viabilidad del semen de

moruecos Hampshire y Suffolk en la época reproductiva.

Palabras clave: Moruecos, selenio, cristal soluble, semen, glutation peroxidasa.



Abstract

In Mexico, trace mineral deficiencies have been diagnosed in sheep, but strategies to
correct and evaluate their response have not been established. The objective of the study
was to evaluate in ovine rams (9 Hampshire LW 80.6 £ 7.6 kg and 9 Suffolk LW 86.3 + 9.3
kg) the effect of a soluble crystal bolus with sodium selenite upon LW, scrotal
circumference, body condition, blood variables, glutathione peroxidase activity, selenium
concentration and characteristics of the ejaculate. The experimental design was completely
randomized with 2x2x3 factorial arrangement of treatments: 1) with and without Se
(soluble crystal bolus), 2) breeds (Hampshire and Suffolk) and 3) months of breeding
season (November, December and January). Data were analyzed using the SAS MIXTURE
procedure and the Tukey test to compare the means (p < 0.05). The study was conducted
from July 2005 to February 2006. Blood samples were collected at weeks one (pre-
treatment), two and three July 2005, and then at the fourth week of each month (August
2005 to February 2006). From November 2005 to January 2006, by means of an artificial
vagina, weekly ejaculate was evaluated. The ovine rams grazed, during the day, grasslands
of Pennisetum clandestinum, with nocturnal confinement. Daily (08:00 h) prior to grazing,
they received a concentrate (1% PV). Selenium increased (p < 0.05) the GSH-Px activity,
the mobility and the live and normal spermatozoa. The quality of the ejaculate was higher
(p < 0.05) in volume, density, concentration and viability for the Suffolk breed. In
conclusion, the boluses with increased GSH-Px activity, the mobility and viability of semen

from Hampshire and Suffolk in the breeding season.

Key words: Moruecos, selenium, soluble crystal, semen, glutathione peroxidase.



1. Introduccién

La importacion de sementales ovinos de alto valor genético ha sido una estrategia comdn en
México; sin embargo, se ha dado poco seguimiento al desempefio reproductivo de tales
sementales. Segun un estudio realizado por Méndez et al. (2009) con sementales de la raza
Suffolk durante su primera época reproductiva en Meéxico (octubre a febrero), el
comportamiento de los valores de la circunferencia escrotal, la cuenta y la morfologia
espermatica, asi como las concentraciones circulantes de testosterona coinciden con lo
indicado en la literatura para esos animales en otras latitudes, aunque en México son de
menor magnitud. También indicaron que la mayor concentracién de testosterona, asi como

la mayor produccion de espermatozoides se observo en el mes de diciembre.

La nutricion mineral requiere especial atencion ya que se trata de nutrientes esenciales que
participan en varias e importantes reacciones metabdlicas; muchos de los minerales son
cofactores enzimaticos o parte de la estructura quimica de las enzimas necesarias para

mantener el equilibrio corporal y el metabolismo basal (Underwood y Suttle, 1999).

El contenido mineral en la dieta es esencial, aungue la medicion individual de sus efectos es
dificil debido a su interrelacion con otros minerales, con otros nutrientes de la dieta y por la
capacidad para absorberlos (Underwood, 1997). A menudo el ganado en pastoreo no recibe
suplementacién mineral, lo cual causa una baja produccion y problemas reproductivos
(McDowell y Arthington, 2005).

Los elementos o minerales traza son llamados asi porque cantidades muy pequefias son
requeridas en la dieta y su medicion en el organismo vivo es dificil. Sin embargo,
biolégicamente debido a sus multiples funciones bioquimicas y fisiolégicas son muy
importantes. Los requerimientos de minerales traza para funciones reproductivas son muy
pequefios, en relacion a las necesidades para mantenimiento, crecimiento o produccion de

leche, de tal manera que los kilogramos de premezcla de minerales traza adicionada a la
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dieta normalmente varia de 0.250 a 0.500 kg por tonelada de alimento. En general, los
minerales traza son muy densos, y las materias primas como fuente de los minerales traza
son altamente concentradas. Lo antes mencionado, ha ocasionado que a estos micro
minerales se les de poca importancia dentro de todos los elementos involucrados en la
produccién animal, de forma especifica en la nutricion y alimentacion. Ademas, hay una
alta variacion de estos elementos en los alimentos, por lo tanto, no se recomienda incluirlos
al momento de balancear las dietas para las especies pecuarias, porque hay una alta
probabilidad de incurrir en deficiencias y desbalances minerales. Ademas, hay ingredientes
que estan muy desbalanceados en su contenido mineral o contienen sustancias
antinutricionales que interfieren con la absorcion de los minerales traza y por lo tanto con el
funcionamiento normal del animal, como por ejemplo los granos de destileria, la canola, la

yuca y algunos forrajes como Leucaena leucocephala.

En México se han diagnosticado carencias de minerales traza como selenio, zinc y cobre,
entre otros, en rebafios ovinos (Diaz, 1993; Ramirez et al., 2004; Dominguez y Huerta,
2008); sin embargo no se han establecido programas de suministro de minerales para
corregir las deficiencias y evaluar la respuesta animal en términos de la respuesta

productiva y reproductiva.

Hay escasa informacidn actualizada y publicada sobre el efecto de los micro minerales en la
fertilidad de sementales ovinos. Se ha demostrado que la suplementacion con Se y Zn en
humanos, asi como su funcion intrinseca de ambos en la espermatogénesis y en el estado
oxidativo sugieren una funcion importante del Se y Zn en la reproduccién del macho ovino
(Irvine, 1996; Vezima et al., 1996). Algunos hombres sub fértiles han mostrado
deficiencias de Se, lo cual estuvo asociado con una menor movilidad de los
espermatozoides (Scott et al., 1998). En los carneros el selenio suministrado en bolos de
cristal soluble aumento6 su concentracién en sangre, con efectos positivos en la movilidad,
en el porcentaje de espermatozoides vivos y en la repuesta a la integridad de la membrana
de la célula espermatica (Kendall et al., 1999; 2001).



El aumento en la formacién de oxigeno reactivo reduce la fertilidad debido a que este O>
reactivo atacara a la membrana celular del espermatozoide reduciendo su viabilidad (Irvine,
1996). El aumento del nivel de Se en el organismo produce una mayor actividad
antioxidante de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px), lo que disminuye la presencia del
O reactivo, favoreciendo una mayor fertilidad del macho (Irvine, 1996). La época
reproductiva y la poligamia de los sementales ovinos significa que sus requerimientos
nutricionales para produccién de semen sean altos en un periodo de tiempo (época de
empadre) relativamente corto; esto puede inducir deficiencias de Se en ciertas épocas, y

causar una disminucion en la produccion y calidad del semen.

En un rebafio ovino, la eficiencia reproductiva se define como el nimero de corderos
destetados por cada 100 ovejas gestantes/paridas. Para las evaluaciones, técnicas y
financieras, conviene calcular los kilogramos de cordero destetado por oveja al afio.
Cuando se conocen los kilogramos de alimento consumido por la oveja durante el afio y el
de su cordero (s) hasta el destete, se puede saber la conversion alimenticia, la cual puede
variar de 16.5 a 32.8 kg de alimento por kilogramo de cordero destetado Fletcher et al.
(1985). Este rango de valores es muy alto en comparacion con el alimento requerido para
engordar un cordero destetado hasta el peso de mercado (4 a 6 kg de alimento/kg de peso

ganado).

El objetivo fue evaluar la respuesta reproductiva, en términos de la calidad del semen, la
concentracion de selenio en suero sanguineo, de la actividad de la enzima glutation
peroxidasa (GSH-Px) y variables hematicas (hematocrito y hemoglobina), de sementales
ovinos de las razas Suffolk y Hampshire durante el periodo de julio a febrero, al suministrar
un bolo de cristal soluble de selenito de sodio en una unidad de produccion ovina localizada

en el valle de Toluca, Estado de México.



2. Revisioén de literatura

2.1 Los minerales

El término “mineral” se refiere a elementos quimicos inorganicos, los cuales tienen la
particularidad de no ser materiales inertes, ya que pueden cambiar su valencia y ser
transferidos de un compuesto quimico a otro; son participantes activos en las reacciones
enzimaticas dentro del organismo, tienen especificidad funcional y son esenciales para la
vida animal (Kincaid, 1993).

La expresion “elementos minerales esenciales”, se reserva para aquellos en los que se ha
demostrado que realizan funciones metabdlicas en el organismo (Giorgievskii et al., 1982;
McDonald et al., 2001). Para que un elemento mineral sea considerado esencial, es
necesario comprobar que las dietas en las que falta el elemento, provocan sintomas de
deficiencia en los animales, y que dichos sintomas pueden curarse o prevenirse al incluir en

la dieta experimental el elemento en cuestion.

Los minerales juegan un papel muy importante en la nutricién, aunque no proporcionen
energia o proteina, son esenciales para su utilizacion y para la biosintesis de nutrientes
esenciales (Church y Pond, 1987). Todos los tejidos animales contienen elementos
minerales o inorgdnicos en cantidades y proporciones muy variables. Los trastornos
nutricionales pueden resultar de cualquier deficiencia de nutrientes especificos tales como
vitaminas y minerales, la presencia de toxinas, o de productos en estado anormal en la dieta
(Underwood, 1997).

Los minerales estan presentes en las células y tejidos del cuerpo animal en una gran
variedad de funciones, combinaciones quimicas y en determinadas concentraciones las
cuales varian con el elemento y tejido en consideracion. Por ello la concentracion de

elementos esenciales debe mantenerse dentro de los limites bastante estrechos o margenes
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normales, para salvaguardar la integridad funcional y estructural de los tejidos y para
mantener sin alteracion el crecimiento, la salud y la productividad del animal (Underwood,
1981; Underwood y Suttle, 1999).

2.2 Clasificacion de los minerales

La clasificacion de los elementos minerales en los animales estd basada en tres criterios
(Giorgievskii et al., 1982):

1) En su tropicidad, su localizacién va a depender de su afinidad por ciertos érganos y

tejidos especificos.

2) Cuantitativo, por su concentracion en el organismo.

3) Basado en su funcion bioldgica, por su significancia en funciones vitales.

La clasificacion de los minerales esenciales en elementos mayoritarios 0 macro elementos y
minerales traza o micro elementos (Miller, 1979: Underwood, 1981; Kincaid, 1993),
depende de su concentracion en los tejidos y fluidos de los animales o las cantidades

necesarias en la dieta del animal.

La concentracion de los micro minerales en el tejido animal es inferior a 100 ppm (Miller,
1979: Underwood, 1981) o a 50 mg kg (McDonald et al., 2001) y son necesarios en
cantidades inferiores a los 100 mg kg de la dieta (McDonald et al., 2001); su
concentracion es expresada comunmente en ppm y algunas veces como ppb (Miller, 1979;
Underwood, 1981).

Son maés de 20 los minerales esenciales, entre los macro nutrientes estan (calcio, fosforo,

potasio, magnesio, sodio, cloro y azufre) y entre los micro minerales o elementos traza
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(selenio, hierro, yodo, zinc, cobre, manganeso, cobalto, molibdeno y cromo); los elementos
estafio, vanadio, fluor, silicio, niquel y arsénico, se consideran como probablemente

esenciales (Underwood y Suttle, 1999).

2.2.1 Minerales traza

Los minerales traza, o micro elementos minerales, reconocidos como esenciales en dietas
de animales pecuarios pequefios y grandes rumiantes, cuya concentracion en la misma debe
vigilarse para evitar deficiencias son: cobre, zinc, selenio, yodo, cobalto, manganeso,
molibdeno y hierro (NRC, 2007). Sin embargo, todos los minerales esenciales pueden
ocasionar problemas de salud e improductividad a los animales cuando exceden el nivel
méaximo tolerable (NRC, 2005). Ademas, los minerales no esenciales también pueden
causar problemas al ganado pecuario cuando exceden cierta concentracion en su dieta
(NRC, 2005).

2.3. Selenio (Se)

2.3.1. Antecedentes

El Se es un elemento de la tabla peridédica con numero atémico 34; el cual fue descubierto
por el quimico sueco Berzelius. El Se y la vitamina E tienen mucha similitud respecto a sus
efectos fisioldgicos, por lo tanto esto ha dificultado la comprension total de su funcién

biol6gica en varios procesos del organismo.

El selenio fue conocido inicialmente por sus efectos toxicos en caballos (1934), después se
demostrd su esencialidad en ratas (1957), particularmente para la sintesis de glutation
peroxidasa (1973) y en 1974 se permitid su inclusién en las dietas de los rumiantes (NRC,
1983).



Posterior a 1957, afio en que Shwartz y Foltz demostraron que el Se prevenia la necrosis
hepatica en ratas deficientes en vitamina E, en 1973 se identificd la funcion del Se como
reductor de la especie SeCys2 presente en la enzima GSPx. Esta enzima es muy importante
en los procesos de defensa antioxidante contra la lipoperoxidacion, y, por lo tanto, su
funcion se empalma con la de la vitamina E; sin embargo aun se siguen estudiando e
identificando sus funciones fisiologicas y bioquimicas en el organismo. Recientemente se
ha comprobado la estrecha relacion entre el Se y los niveles adecuados de selenoproteinas y
enzimas selenodependientes en varios érganos vitales, ya que el Se, ademas de ser un
potente antioxidante, también es muy importante en el metabolismo tiroideo, en los
procesos reproductivos y en la capacidad de respuesta inmune del organismo (Millan,
2012).

En Tlaxcala, México, se demostrdé que las altas tasas de mortalidad de corderos se podian
corregir con un suplemento mineral que aportaba 0.2 ppm de Se en la dieta. Posteriormente,
se encontr6 que el 66% de las muertes en algunos rebafios caprinos de Tlaxcala mostraron
signos de distrofia muscular nutricional, y se confirm6 que la deficiencia de selenio se
manifiesta en suelo, forraje y suero de caprinos durante las épocas seca y lluviosa
(Ramirez-Bribiesca et al., 2001).

El selenio existe naturalmente en varios estados de oxidacion y algunas de estas formas
quimicas son inestables y volatiles. En la superficie terrestre se encuentra distribuido
desigualmente, encontrandose regiones con muy bajos niveles y otras con muy altos, el uso
de fertilizantes que contienen selenio es un ejemplo de la intervencién humana en la

distribucion en el ambiente de este elemento (IPCS, 1987).

La concentracion corporal de Se en el organismo es un reflejo de la cantidad ingerida; por
ejemplo, observado que en humanos adultos de Nueva Zelanda la concentracion de Se es de
3 a 6 mg, mientras que en Estados Unidos es de 15 mg debido a su mayor ingestion
(Millan, 2012). El selenio se absorbe en el tubo gastrointestinal principalmente en el

7



duodeno y en menor proporcion en el yeyuno e ileon (IPCS, 1987; Church. 1988). La
absorcion neta en rumiantes es de un 35%. El selenio es absorbido en contra del gradiente
de concentracion por lo que existe un consumo de energia. El selenio absorbido pasa a la
sangre; en experimentos realizados se ha observado que éste puede ser detectado en la
albimina y también en las fracciones beta y gama de las globulinas. El transporte

probablemente es efectuado por la fraccion seleno albumina (Georgievskii et al., 1982).

La mayor parte del Se en los tejidos animales se encuentra en dos formas, la
selenometionina (SeMet) y la selenocisteina (SeCys), ambos son complejos de Se con
aminoacidos azufrados, en los que el elemento azufre ha sido sustituido por el Se. Se han
identificado otras formas de incorporacién de Se a las selenoproteinas, como la
selenocisteina y la seleno metil selenocisteina. Los microorganismos del rumen pueden
incorporar selenio en selenoaminoacidos, aungue el selenio se une mas firmemente a la
proteina microbiana cuando la fuente de selenio es selenometionina en lugar de selenito o
selenato (Bock et al., 1991; Rayman, 2004).

La selenometionina es un aminoacido esencial, por lo que no puede ser sintetizado por el
organismo, y debe aportarse a través de la dieta; respecto a la selenocisteina, es la forma del
Se con actividad biol6gica, pero no es un metabolito esencial para el organismo, este es
sintetizado cuando hay Se disponible, y de esta forma es incorporado a las distintas

selenoproteinas del organismo (Bock et al., 1991).
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Figura 1. Sintesis de los aminoacidos selenometionina y selenocisteina en el organismo.



A un pH fisiologico la selenocisteina se encuentra en forma anionica; esta particularidad le
brinda capacidad para dar y recibir electrones por lo que su comportamiento es de un centro
catalitico idoneo. Por lo tanto, la selenocisteina se comporta como un almacén corporal de
Se, ya que se deposita aproximadamente el 80% de este micro mineral corporal en los

residuos de proteina (Manzanares et al., 2007).

2.3.2 Actividad e importancia bioldgica del selenio

2.3.2.1 Funcién como antioxidante

En la fisiologia tanto humana como animal, a través del proceso metabdlico normal
Ilamado oxidacion se degradan los carbohidratos, las grasas y la proteinas de los alimentos,
lo cual producen didxido de carbono, agua y energia. La energia producida en este proceso
se utiliza en varias funciones corporales (trabajo, amento de peso, produccion de leche,
formacién de gametos, etc.). Sin embargo, la oxidacion de los componentes de la estructura
corporal (membranas celulares) y funcional (enzimas y sustancias intracelulares) es muy
dafina (Uttam et al., 2016).

El organismo posee un mecanismo de defensa para protegerse de los dafios inducidos por la
oxidacion; esta proteccién es proporcionada por un mecanismo con actividad antioxidante.
El agua se produce mediante el proceso de reduccién de la molécula de oxigeno. El proceso
de reduccién secuencial de oxigeno a agua conduce a la formacion de las siguientes
sustancias reactivas: especies de oxigeno reactivas (reactive oxygen species, ROS) anion
superdxido (es tanto ion como radical), peroxido (peroxido de hidrogeno, perdxidos
organicos) y radical hidroxilo (el méas reactivo de todos ellos). Ademas de los ROS, el
desdoblamiento de las proteinas resulta en la formacion de radicales libres de nitrégeno
(NFR). Por ejemplo, el oxido nitrico (NO) es un NFR producido durante la reaccion de
transformacion del amino&cido arginina y oxigeno para formar citrulina. El oxido nitrico y
el producto de esta reaccion con el anién superéxido O2-, llamado peroxinitrito (ONOO"),

ambos pueden causar dafio celular en dos formas diferentes. Ambos, los ROS y los NFR,
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son poderosos agentes oxidantes. Si los ROS y los NFR no se destruyen, dafian las células
vivas, notablemente sus proteinas, lipidos y acidos nucleicos (ADN). Los acidos grasos
insaturados, que son el componente principal de todas las membranas celulares, son
particularmente susceptibles a estos compuestos. Su oxidacion por los ROS da como
resultado la formacion de hidroperoxidos lipidicos (peréxidos organicos), que son muy
dafinos (dafio oxidativo). Las membranas, particularmente en riesgo de tal dafio, incluyen,
a las mitocondrias de las células de la sangre y tubo gastrointestinal (Behne y
Kyriakopulos, 2001).

La actividad bioldgica mas importante del selenio es través de la enzima glutation
peroxidasa (GSH-Px) (Thompson, 2004), la cual en cooperacién con la vitamina E y
algunos otros agentes antioxidantes son capaces de reducir los efectos destructivos sobre las
células vivas de reacciones peroxidativas. Los efectos antioxidantes del Se y la vitamina E
son diferentes, pero no menos complementarios. La vitamina E previene la formacion de
peroxidos grasos por secuestro de radicales libres antes de que ellos inicien la peroxidacion
grasa. El Selenio, como parte esencial de la enzima GSH-Px, reduce los peréxidos ya
formados para reducir los alcoholes reactivos; sin embargo, el porcentaje de Se total varia
grandemente de un tejido a otro y de una especie animal a otra, asi, por ejemplo, en
eritrocitos humanos, unicamente el 10 % del Se esta presente en la GSH-Px, comparado al
75 % en ovinos y 100 % en ratas (Persson-Moschos, 1995).

2.3.3. La enzima glutation peroxidasa (GSH-Px)

Varias de las selenoproteinas son enzimas antioxidantes que participan en mantener el

equilibrio oxido reductivo de las células (Zeng et al., 2013).

La familia de las enzimas GSH-Px (selenoproteinas) ayudan a prevenir la formacion de
ROS y NFR. Usan al glutation como reductor, también catalizan la reduccion del peroxido
de hidrégeno (convertido en agua) e hidroperoxidos lipidicos (convertirlos en alcoholes
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lipidicos), evitando asi la oxidacion dafiina y asegurando la integridad de la membrana
celular (Hoekstra, 1974; Wendel, 1980). Ya que el Se es un componente integral de las
enzimas intracelulares, GSH-Px, un nivel adecuado de Se en el cuerpo del animal es
esencial para un nivel adecuado de GSH-Px. En la deficiencia de Se, disminuciones
marcadas en la actividad de la enzima GSH-Px, y otras enzimas dependientes del Se,

contribuyen a disminuir las defensas contra el dafio oxidativo (Burk, 1990).

La GSH-Px representa el 75% del selenio sanguineo, esta contenida en el interior de los
globulos rojos a los que se incorpora durante la eritropoyesis (Hill et al., 1992). El hecho de
que exista una fuerte correlacion entre el contenido de selenio sanguineo y la GSH-Px
(Stevens et al., 1985; Wheatley y Beck, 1988), y que su determinacion en sangre sea rapida
y sencilla, hace que esta enzima se haya perfilado en la actualidad como una de las medidas
indirectas méas importantes en el diagndstico de procesos carenciales de selenio (Wheatley y
Beck, 1988; Mackintosh et al., 1989).

La GSH-Px se reconoce generalmente por su funcién antioxidante. Hay, sin embargo,
diferentes formas de esta enzima, las cuales funcionan en diferentes sitios (citosélica,
plasmatica, hidroperdxido fosfolipido, intestinal y pulmonar), cada una quizd con
especificidad al sistema antioxidante necesitado segun el sitio de que se trate. El
hidroperoxido fosfolipido GSH-Px parece estar envuelto con actividad antioxidante a nivel
de la membrana celular; mientras la GSH-Px citoplasmatica se asocia con actividad
antioxidante dentro del citoplasma celular. La distribucion de los tipos GSH-Px difiere por
tejido y por especie, consecuentemente los sintomas clinicos de deficiencia de las especies
animales podrian reflejar diferentes distribuciones de los sistemas antioxidantes GSH-Px en
estas especies (Persson-Moschos, 1995). Los autores Rotruck et al. (1973) descubrieron su
funcién protectora contra el dafio oxidativo al ser un componente de la enzima glutation

peroxidasa.
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El selenio tiene interrelacion con otros elementos; se ha observado que el azufre compite
por los sitios de absorcidn con el selenio, tanto en plantas como en animales y reducen su
disponibilidad. También existe una interrelacion importante entre el selenio, la vitamina E y
los aminoacidos que contienen azufre, en la prevencion de algunas enfermedades de origen
alimentario causadas por su deficiencia. La vitamina E impide la formacion de &cido
hidroxiperoxido graso, los aminoacidos que contienen azufre (como precursores de la GSH-
Px) y el selenio interviene en la destruccion de perdxido, dichos nutrientes, produciran un
resultado bioguimico similar, esto es, disminucion de la concentracion de peroxidos o de

productos inducidos por éstos en los tejidos (Underwood, 1997).

En relacion con la reproduccidn, el espermatozoide de los animales con deficiencia de
selenio tiene pobre motilidad y con caracteristicas de desarrollo anormal en la cola del
espermatozoide. Algunos resultados han demostrado que la deficiencia de selenio no
solamente precipitd este problema en verracos, sino que la célula deforme fue menos
efectiva en la subsecuente fertilizacion del oocito ovulado (Mahan, 1995).

El selenio también se encuentra involucrado en la respuesta inmune de los animales. La
inclusién de selenio en la dieta por aplicacion parenteral tiene efectos en la produccion
animal, se ha observado incremento en la ganancia de peso de corderos, en la fertilidad de
ovejas y en la respuesta inmune en general cuando se alcanzan niveles adecuados en tejido

y fluidos del cuerpo (Shamberger, 1983).

2.3.4 Metabolismo del selenio

2.3.4.1 Digestion y absorcion

La digestibilidad y absorcion del Se en los rumiantes es muy baja, alrededor de 19 % en
ovejas (Amerman y Miller, 1975). Esta baja digestibilidad se atribuye a que en el rumen el
selenio se transforma a formas poco asimilables. Aunque la deficiencia ha sido sefialada en

todas las especies, los rumiantes parecen ser mas sensibles al padecimiento y en particular
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la situacion parece ser mas grave para los pequefios rumiantes, ovinos y caprinos (Ramirez
et al., 2001; Ramirez et al., 2004). Esta mayor susceptibilidad de los rumiantes se atribuye
al ambiente del reticulo y rumen, que genera formas no solubles en particular seleniuros
(Harrison et al., 1984; Carbajal et al., 2013).

Lo anterior explica la menor absorcion de Se en rumiantes que en los animales
monogastricos, 29-35 % en rumiantes y de 77 a 85 % en monogastricos, cuando es
administrado como selenito por via oral; el principal sitio de absorcion del elemento es el
duodeno (Sarabia-Martinez, 2004).

Cuando el Selenio se administra en forma de seleniato, se absorbe principalmente en el
duodeno, entra al organismo y se reduce a selenito, uniéndose a las proteinas del plasma;
asi es llevado por la corriente sanguinea al higado y al bazo, en donde es reducido a Selenio
elemental, por la glucosa, que lo lleva a todos los tejidos excepto a los grasos. La pérdida
ocurre por medio de los pulmones, orina y excremento, la eliminacién es considerable y se
ejecuta de manera relativamente réapida, a pesar de todo, cuando el consumo es alto, tiende

a acumularse y causa lesiones en los tejidos (Villanueva, 2011; Carbajal et al., 2013).

2.3.4.2 Excrecién de Se

Se ha observado que las heces son la principal via de excrecion del selenio cuando este es
suministrado via oral (Church, 1988); pero si el selenio es administrado parenteralmente, la
mayor parte de la dosis es excretada en la orina y en menor proporcion con las heces; los
rumiantes retienen de 20 a 25% del selenio suministrado (Georgievskii et al., 1982; Church,
1988).

2.3.4.3 Mecanismo de accién en la intoxicacion por selenio

Los mecanismos bioguimicos de una selenosis siguen siendo inciertos. Es probable que el

selenio ejerza su efecto toxico mediante inhibicion enzimatica de los sistemas de oxido-
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reduccién del organismo. Cuando el selenio se administra en forma de selenato, entra al
organismo Yy se reduce a selenito; asi es llevado por la corriente sanguinea al higado y al
bazo en donde es reducido a selenio elemental. El selenio elemental no es toxico. Cuando el
organismo no puede reducir el selenito por deficiencia de glucosa o exceso del mineral, se
produce el ataque a las células destruyéendolas. El selenito inhibe, aparentemente, algunos
sistemas enzimaticos tales como la succinato deshidrogenasa (Buck, 1981), se descarta una
depresion en la formacién de ATP en la selenosis cronica. Parece existir también una
reduccion importante del aminoacido metionina en el higado, debido supuestamente a la
oxidacion de los grupos sulfhidrilo (Buck, 1981). El selenio ingerido por los animales pasa

a la sangre, que lo lleva a todos los tejidos, excepto al tejido adiposo.

El Se puede actuar también como un pro oxidante (Hasanuzzaman et al., 2010). La
actividad pro-oxidante es el anténimo de la actividad antioxidante; el selenito de sodio, y
algunos otros compuestos inorganicos de Se, tales como, el didxido de Se y las diselénidas
tienen tal actividad para catalizar la oxidacién de los tioles, tales como el glutation, con una
concomitante produccién del superdxido y otras especies reactivas de oxigeno (Spallholz,
1997). Esta reaccion catalitica del Se inorganico con los tioles, probablemente explique la
toxicidad del Se en las células de los principales 6rganos productores de glutatién, como es
el caso del higado (Spallholz, 1997).

La influencia pro oxidante del selenito de sodio en los animales pecuarios (Spallholz,
1997), es de particular interés, cuando se considera la vida Gtil de la leche, la carne y el
huevo producidos (Mahan, 2001; Surai et al., 2008). La propiedad pro oxidante del Se

también puede aumentar la multiplicacion de algunos virus patogenos.

2.3.5 Requerimientos de selenio

Los requerimientos dietarios de Se para diferentes clases de animales, segun lo
recomendado por el Consejo Nacional de Investigacion (NRC, 1994; 1998; 2000; 2001;
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2007; Lewis, 1995) se indican en el Cuadro 1. Se puede observar que en situaciones
especificas, la exigencia puede ser superior a lo que se ha citado en el Cuadro 1. Por
ejemplo, la oxidacion de nutrientes para cubrir las necesidades de energia del organismo
aumenta al realizar ejercicio, lo que aumenta la produccion de ROS, incrementando de este
modo, el Se necesario que requiere la GSH-Px para eliminar los ROS adicionales
producidos (Lewis, 1995). De forma similar, una tasa mayor de ganancia de peso o de
produccion de leche, también aumentan el requisito de Se en la dieta, que se puede estimar
utilizando las ecuaciones apropiadas (NRC, 2007). Sin embargo, aunque el calculo de los
requisitos de Se, en ecuaciones apropiadas para el rendimiento animal deseado, puede
resultar ser mayor que lo presentado en el Cuadro 1, es importante cumplir con los
reglamentos pertinentes de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, 1997;
2004; 2005), los cuales no permiten la suplementacion de mas de 0.3 mg de Se Kg? de
dieta completa (Uttam et al., 2016).

Cuadro 1. Concentraciones de Se recomendadas para varias dietas de animales pecuarios.

Animal Requerimientos (mg de Se/kg dieta)
Bovinos productores de carne 0.10
Bovinos productores de leche 0.30
Ovinos 0.10-0.30
Cerdos en crecimiento 0.15-0.30
Cedras: gestacion y lactacion 0.15
Caballos 0.10
Gallinas de postura jovenes 0.10-0.15
Gallinas de postura maduras 0.05-0.08
Pollos 0.15

(NRC, 1994, 1998; 2000; 2001; 2007; Lewis, 1995).

Los requerimientos de selenio para ovinos, segin NRC (1985), eran de 0.05 a 0.1 mg/kg de
MS de la dieta, pero en 2007 cambiaron a un rango de 0.1 a 0.3 mg/kg de la dieta (NRC,
2007) en funcion de la forma y nivel de produccion.

2.3.6 Contenido de selenio en el organismo
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El mdsculo esquelético es el tejido que contiene la mayor parte del Se del organismo, pero
los 6rganos como el higado y el rifion tienen la mayor concentracion de Se, lo anterior es un
indicador de la importancia de estos 6rganos en el metabolismo de este mineral. Los
problemas relacionados con la deficiencia del selenio son dificiles de diagnosticar por lo
que al parecer interfieren otros factores como la concentracion de vitamina E, el nivel de

hierro y los piensos enmohecidos (Combs y Combs, 1986).

El selenio es un elemento indispensable para el funcionamiento normal de los muasculos, el
corazon, el higado, los rifiones, el pancreas y quizas otros organos. La enfermedad del
musculo blanco en rumiantes se considera relacionada con la deficiencia de selenio. La
hepatosis dietética y el sindrome de estrés porcino son enfermedades de los cerdos que
estan relacionadas con una deficiencia de selenio (Combs y Combs, 1986).

Se ha documentado muy bien que la deficiencia de Se conlleva a una gran variedad de
problemas médicos, puede variar de una necrosis hepatica a una reduccién del sistema
inmune (Georgievskii et al., 1982). El selenio es importante fisiolégicamente porque es un
componente de la enzima glutatién peroxidasa (Diplock, 1981; Erkine, 1993) y por lo tanto,

en el mantenimiento de la integridad de la célula en contra de radicales libres y peroxidos.

2.3.7. Desordenes reproductivos causados por la deficiencia de selenio

En general, en la deficiencia de selenio se afecta la reproduccién de todas las especies
pecuarias, tanto en machos como en hembras; las consecuencias reproductivas incluyen
(Unserwood y Suttle, 2001):

e Aves de postura: decremento en la produccién de huevos e incubabilidad.

o Cerdos: de perjudica el desempefio reproductivo, porcentaje de concepcion, tamafio

de la camada y mortalidad de los lechones.
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e Rumiantes: alta mortalidad embrionaria y retencion placentaria; menor fertilidad,

menor calidad del semen por menor movilidad.

2.3.8 Importancia del selenio en la reproduccion de pequefios rumiantes: oveja y

macho ovino

Las células y tejidos del organismo sufren ataques constantes de radicales libres, tales
como, el hidrégeno (H), el ion superdxido de oxigeno (O2), el hidroxilo (OH) o moléculas
como el peroxido de hidrogeno (H20.), formados como productos del metabolismo de los
nutrientes para cubrir sus funciones de mantenimiento y produccion; estos compuestos
pueden afectar varios procesos asociados con el potencial reproductivo de la hembra ovina,
entre los que destacan: la sintesis de esteroides por el ovario (Kamada y Ikumo, 1997), la
maduracion del ovocito (Agarwal et al., 2005), la fertilidad (Agarwal y Allamaneni, 2004)
y el desarrollo embrionario (Das et al., 2006). Los autores Fraire-Cordero et al. (2013)
sugieren que la administracion de Se-Vitamina E mé&s gonadotropina coriénica equina
(eCG) pueden utilizarse como estrategia para la sincronizacién de estros y homogenizar su
presentacion en menos tiempo, sin reducir la eficiencia reproductiva de las ovejas Pelibuey.
Como proteccién contra los anteriores eventos, el organismo tiene sistemas antioxidantes
que evitan el dafio causado por los radicales libres. La administracion de antioxidantes
como el Se y la vitamina E, pueden ayudar a mejorar la funcién reproductiva, ya que tienen

una funcion complementaria en los sistemas antioxidantes (Gardiner y Reed, 1994).

El Se es un cofactor de la enzima glutation peroxidasa que actda en los compartimientos
intracelulares y extracelulares, catalizando la destruccion de perdéxidos (Rotruck et al.,
1973). Por su parte, la vitamina E mantiene la integridad de los fosfolipidos de la

membrana celular protegiéndola contra el dafio oxidativo y la peroxidacion (Combs, 1998).

El feto cubre sus requerimientos de Se por via transplacentaria, en cantidades variables
segun la condicion de la oveja, pero en los rumiantes el paso del Se al feto ocurre aun

cuando la madre tenga baja concentracion en tejidos y fluidos y poca disponibilidad del

17



elemento (Abd et al., 2007). Las observaciones realizadas en este sentido, sugieren que la
hembra podria sacrificar su propia condicion para mantener el transporte del elemento hacia
el feto; en general, se observa una reduccién de los niveles plasméticos de Se materno, a
medida que avanza la gestacion, y el o los productos, aumentan de tamafio y peso (Abd et
al., 2007). En ovejas primalas, la concentracion fetal de Se declina ligeramente en el Gltimo
tercio de gestacion, del dia 100 al 148, de 0.29 a 0.20 mg/kg MS (Grace et al., 1986).

En ovinos adultos con deficiencia de Se se observa un pobre comportamiento reproductivo,
el esperma de los sementales ovinos con deficiencia de Se tiene poca motilidad; en las
ovejas hay alta mortalidad embrionaria, partos prematuros, mortinatos y alta incidencia de
retenciones placentarias. La enfermedad se caracteriza por presentar niveles bajos de Se y
baja actividad de la enzima GSH-Px en sangre, asi como altos niveles de la enzima
transaminasa glutdmico oxalacética (GOT), la cual, en condiciones normales, solo se
encuentra dentro de las células, liberandose cuando hay dafio tisular. Se ha demostrado que
la infertilidad responde favorablemente al suministro de Se (McDowell, 1997). Esté&
aceptado que la deficiencia de Se en ovinos afecta la eficiencia reproductiva del rebafio,
con alta mortalidad de corderos (Ramirez-Bribiesca et al., 2004), pero los efectos por

deficiencia de Se en la reproduccion caprina son discutibles (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de la aplicacion de selenio mas vitamina E a cabras de un rebafio con alta

mortalidad de cabritos.

Variable Tratamientos (Se+Vit.E)
0+0 025mg+ 34Ul 5mg + 68 Ul
Se, ng/mL de suero 21 27 42
Fertilidad, % 92 95 94
Prolificidad, % 107 101 105

Ramirez-Bribiesca et al. (2005).
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Segun los estudios de Hartley (1963) realizados en Nueva Zelanda para determinar el

efecto del selenio en la reproduccion, concluyo que:

e Disminuye la mortalidad embrionaria: 25.6% vs 3.5%

e Aumenta la prolificidad (8 experimentos): 1.23 vs 1.37 corderos/parto

e Disminuye las ovejas vacias en relacion a las ovejas expuestas al semental: 22.8 a 6.4%

e La disminucion de las ovejas vacias es un efecto del selenio y no de vitamina E o
antioxidantes. De cualquier forma, el selenio tiene un alto impacto en la eficiencia
reproductiva de los ovinos. Por ello, la formulacion de dietas que permitan un estado

adecuado del selenio en el animal es prioritario.
Los elementos azufre, arsénico, mercurio pueden interferir con la utilizacion del selenio:

e El azufre afecta la utilizacion del selenio disminuyendo la digestibilidad verdadera y la
actividad de glutatién peroxidasa, posiblemente porque tiene un transportador intestinal
comun y por competencia para su incorporacién a las selenoproteinas (Drewnoski et al.,
2014). Esta interferencia se ha demostrado con concentraciones relativamente bajas de
azufre (0.2 a 0.6%). Algunas fuentes de azufre que deben vigilarse para controlar la
interferencia son sulfatos en el agua de bebida y algunas sales anionicas, granos de

destileria, canola y suplementos minerales.

e El arsénico forma un complejo con glutation y selenio en la sangre, que eventualmente se
excreta en la orina (Gailer, 2007). El agua de bebida en algunas regiones contiene
concentraciones elevadas de arsénico, como Altos de Jalisco (Hurtado-Jiménez y Gardea-
Torresday, 2006) y La Laguna (Rosas et al., 1999). En ambos casos, el nivel elevado de

arsénico se manifiesta en sangre o leche (Rosas et al., 1999; Torres, 2013).
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e EI mercurio forma un complejo con glutation, selenio y selenoproteina P que permanece
en sangre, pero el selenio es indisponible para las funciones esenciales (Gailer, 2007). Esto
puede ocasionar gque los niveles circulantes de Se sean adecuados, pero que el animal esté
deficiente. Las fuentes de mercurio pueden ser el agua de bebida, la harina de pescado y
algunas vacunas. Por estas interacciones, el requerimiento real de selenio para animales de
algin rancho en particular se desconoce. Actualmente se tienen varias opciones para
proveer selenio a los animales: selenio en forma organica e inorganica, selenio oral o
inyectable, diversas fuentes inorganicas de selenio como selenito de sodio, selenato de
potasio y selenato de bario, bolos de selenio. Trabajos previos han mostrado que la
administracion intraruminal de bolos de cristal soluble como método de suplementacion
con minerales como el selenio puede liberar este elemento de disponibilidad bioldgica para

ovinos y bovinos (Kendall et al., 1999; 2001). Algunos aspectos a considerar son:

1). La vida media del selenio en forma inorganica en el animal es de 10 dias (Conrad y
Moxon, 1979).

2). El tiempo requerido para restaurar totalmente la actividad de glutation peroxidasa en los

globulos rojos es de 120 dias (Zachara et al., 1993).

3). La forma requerida por el animal para incorporar el selenio a las selenoproteinas es la

inorganica. Las formas organicas de selenio deben convertirse a inorgénicas.

4). La funcion del selenio como antioxidante es compartida con zinc, manganeso, cobre,
vitamina E, hierro, vitamina A entre otros. Por ello, cuando alguno o varios de estos

nutrimentos estan deficientes, la necesidad de selenio se incrementa.

5). Los espermatozoides generan una cantidad elevada de oxidantes, asi como el embrion y
feto. Estos oxidantes ayudan a la funcién reproductiva, pero también pueden ocasionar

darios severos. Por ello, se requiere un balance de todos los elementos.
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6). El selenio es importante para transformar la tiroxina (T4) en la forma activa
triyodotironina (T3), por lo cual una deficiencia de selenio puede provocar bocio. Debe
considerarse que la concentracion de selenio en el agua de bebida puede ser alta en algunas
regiones. En 125 pozos de la region de los Altos Jalisco es de 45.1 pg/L de agua (con un
rango de 2 a 122 (Hurtado y Gardea, 2007). Asimismo, las dietas pueden contener niveles
altos de selenio (0.66 a 1.90 mg Se/kg MS), en algunos casos debido a fuentes minerales

contaminadas.

2.3.9 Se en suelo y agua

Los minerales que el animal consume provienen principalmente del alimento y de
suplementos elaborados con ingredientes de origen geoldgico o industrial. EI aporte mineral
del agua puede o no contribuir significativamente a los requerimientos del animal mientras
que la ingestién accidental o no del suelo, aporta cantidades apreciables de elementos
minerales tales como Cu, Mn, Se, etc. (Underwood y Suttle, 2001).

El contenido de selenio en los suelos varia ampliamente, en consecuencia, esta alta
variacion se refleja en los pastos donde ellos crecen, lo cual depende, en gran medida, de su
origen geoldgico y de las condiciones estacionales, observandose que el contenido de Se en
el suelo es bajo en primavera y cuando llueve con intensidad; también el pH del suelo es
otro factor que influye de forma importante en la disponibilidad del selenio para las plantas
(Blood y Randostits, 1992). El total del selenio en el suelo no refleja una estrecha
disponibilidad del elemento para la planta, por lo que los forrajes con menos de 0.1 ppm de
selenio en base seca pueden provocar sintomas de deficiencia; si la concentracion del

elemento es menor a 0.0005 ppm, los animales pueden sufrir deficiencia de selenio y morir.

2.3.10 Selenio en forraje

Aunque el Se no esta considerado como un elemento esencial en la nutricion de las plantas,
el consumo de plantas y productos vegetales es la principal fuente de Se para los animales

y los seres humanos, en ausencia de cualquier suplementacion especial (lhnat, 1989). El
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nivel de Se en las plantas depende principalmente del contenido de Se soluble (contenido

de Se disponible en la planta) del suelo.

Segun Mortimer (1999), el contenido de Se en el forraje puede clasificarse como adecuado,
marginalmente deficiente y deficiente cuando contiene aproximadamente 0.20, 0.10 a 0.19
y <0.10 mg de Se kg™ de MS. La concentracion maxima tolerable de Se en el forraje es de
alrededor de 2 mg kg MS (NRC, 1980), el cual fue, posteriormente, aumentado a 5 mg
kg MS (NRC, 2005).

En un estudio de Mortimer (1999) a nivel nacional, en 709 muestras, de 678 productores de
23 Estados (EE. UU.) participantes, entre ellos, 28 muestras del Estado de Georgia, los
niveles de Se, en varios cultivos forrajeros, indican que aparentemente en las especies
vegetales analizadas, alrededor de 44 a 96% de las muestras fueron marginalmente
deficientes (0.10 a 0.19 mg de Se kg de MS), o deficientes (<0.10 mg de Se kg MS).
Entre las especies de forraje, Alta fescue fue notablemente deficiente en Se; sélo el 4% de
las muestras de A. fescue analizadas tenian niveles de Se adecuados para los animales. Muy
pocas de las especies forrajeras tuvo niveles de Se superiores a la concentracion maxima
tolerable (5 ppm). Los resultados sugieren que prevalece méas la preocupacion por la

deficiencia de Se que los problemas de toxicidad.

2.4. Aspectos reproductivos del semental ovino

En el carnero, la fertilidad es importante para determinar la proporcion de hembras gue van
a concebir, ya que en ovinos, el éxito de un programa reproductivo depende de la fertilidad
de la hembra asi como de la del macho, el cual tiene que manifestar una buena actividad
sexual y calidad seminal (Gordon, 1999). Estas caracteristicas pueden verse afectadas por
factores genéticos y ambientales (Vivanco, 1998). La evaluacion del semen de carneros
jévenes, frecuentemente revela una densidad espermatica pobre, asi como anormalidades
morfologicas y es aceptado por muchos autores como indice de inmadurez (Thwaites y

Hannan, 1989; Murray et al., 1991; Martin et al., 1994).
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La nutricion es otro aspecto que influye de manera importante en el desarrollo testicular, el
cual esta correlacionado con la produccién de espermatozoides (Langford et al., 1989). En
los carneros el nivel nutricional afecta el tamafio testicular de manera notable (Martin y
Banchero, 1999), ya que se afecta directamente el eje hipotalamo-pituitario en la liberacion
de GnRH, ocasionando una baja respuesta del testiculo (Blache, 2003). Thwaites (1995), en
sus investigaciones encontré que la desnutricion en los carneros causa una progresiva
disminucion del tono y volumen testicular. Ademaés, también se menciona que la nutricion
tiene un efecto negativo en la frecuencia de eyaculados, sobre el volumen seminal y calidad
del semen, ocasionando un estado de agotamiento y desnutricion al ser sobre explotado en

periodos cortos de tiempo y sometido a una alimentacion pobre en nutrientes.

El los carneros de la raza Yankasa, la produccién de espermatozoides se inicia en la
pubertad, al principio se considera baja, pero a medida que aumenta la edad se mejora la
cantidad y calidad (Osinowo et al., 1988). En los corderos jovenes es comudn observar una
pobre calidad seminal (Thwaites y Hannan, 1989; Murray et al., 1991; Martin et al., 1994).
La produccién de semen en el carnero se inicia en la pubertad, pero se debe tomar en cuenta
que el ovino es un animal estacional, en la mayoria de las razas, obteniéndose mejores
eyaculados en los meses con menor horas luz (Martin y Banchero, 1999). La libido del
carnero se refiere al deseo de montar, mientras que la capacidad para dar servicio, se define

como la habilidad para cubrir a una hembra, penetrarla y eyacular (Purvis y Hillard, 1997).

Los componentes motivacionales al momento del apareamiento son: cortejo, monta,
desenvaine y copula, asi como la inmediata reanudacion en un periodo corto de tiempo
(Price et al., 1992). Los carneros que presentan una libido mas intensa, sirven de estimulo a
otros mas jovenes que se estan entrenando para la recoleccion de semen. Para valorar la
libido se han empleado diferentes parametros como el tiempo de reaccién, que es el lapso,
en segundos, que transcurre desde la entrada a la sala de obtencion del semen, hasta la

eyaculacion. Esta variable esta relacionada negativamente con la motilidad y concentracion
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espermatica, por lo que se ha considerado que los machos que tienen mayor respuesta
sexual, son también los que tienen mayor calidad seminal por el aumento de testosterona
plasmatica. Otros pardmetros son, la eficiencia para la cubricion, la jerarquia sexual y el
estudio de agotamiento, este Ultimo consiste en dejar a los machos montar hasta que se
agoten con 15 minutos de descanso entre monta y monta, y 10 minutos de estancia en la
sala de obtencion del semen, si el macho no hace intentos por montar durante este tiempo
se saca de la sala y termina la prueba. Los machos que tienen una mejor respuesta son los

que se consideran Utiles en los programas de Inseminacion Acrtificial (Pérez et al., 1987).

La capacidad para producir semen y realizar la monta se mantiene durante todo el afio, sin
embargo, se presentan ciertas fluctuaciones en la capacidad reproductiva (Darveida y
Brudeux, 1980; Gonzélez et al., 1992; Fuentes et al., 1997). Lo anterior origina variaciones
en la calidad seminal, mismas que son superiores en otofio e invierno, donde el tamafio de
los testiculos logra su maximo, mientras que el minimo es durante la primavera y el verano,
donde los testiculos se tornan flacidos y pequefios. De este modo, en primavera y verano, el
volumen y densidad del esperma disminuyen, ademas de que es posible observar
espermatozoides anormales con una disminucién en la viabilidad (Vivanco, 1998).

Los estudios sobre semen congelado indican que las células que sobreviven a los procesos
de congelado y descongelado, sufren alteraciones estructurales de la membrana plasmatica
que afectan sus propiedades, similar a un estado de capacitacién prematura y reaccion

acrosomal (Watson, 1995).

El acrosoma de la célula espermatica es una estructura vesicular que contiene gran cantidad
de enzimas liticas esenciales para su capacidad fertilizadora, por lo tanto, su integridad es
indispensable para llevar a cabo la fecundacion del 6vulo (Valcéarcel et al., 1997). El
acrosoma esta en la parte anterior de la cabeza del espermatozoide, por lo que durante el
proceso de enfriamiento y congelacion puede perderse o desintegrarse esta estructura. En
este sentido, es muy importante identificar y analizar las alteraciones que sufre el acrosoma

durante el proceso de congelacion y descongelacion, usando las técnicas disponibles como
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las de caracter enzimatico o colorimétricas como la de triple tincion o el colorante de
giemsa (Sukardi et al., 1997).

2.5. Las razas ovinas Suffolk y Hampshire

2.5.1 Suffolk

Esta raza proviene de un cruce entre la antigua raza Norfolk y la Southdown, seguido de
apareamientos consanguineos, y su aptitud es eminentemente carnica, utilizandose
preferentemente para el cruzamiento industrial con otras razas y cruces. Se adapta
especialmente para la produccion de canales magras a una amplia variedad de pesos y
edades, lo que combinado con la elevada velocidad de crecimiento de su progenie, la ha
situado en un puesto destacado, siendo el macho terminal mas utilizado en Inglaterra
(Fernandez, 1989).

2.5.2 Hampshire

Esta raza proviene del condado de Hampshire de Inglaterra, la cara, las orejas, las
extremidades del Hampshire son de color marrén oscuro, cercano al negro; son acornes, €s
una raza de lana mediana, los carneros adultos llegan a pesar 102-136 Kg., y las ovejas 68-
90 kg., poseen un excelente tipo para carne, aunque muchos ejemplares son pesados de
paleta, esta raza es famosa por el rapido indice de crecimiento que tienen los corderos. Las

ovejas son prolificas y buenas lecheras (Garcia, 1973).
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3. Justificacion

En el Valle de Toluca se han identificado carencias de selenio en suelos, forrajes, tejidos y
fluidos de ovinos; ademas, no hay sementales probados reproductivamente; asimismo, los

métodos de suplementacion de selenio son complicados, costosos Y riesgosos.

A nivel de unidad de produccion ovina, solo se ha evaluado el efecto del suministro del
selenio en el comportamiento productivo de ovinos en crecimiento, pero no su efecto en la
reproduccion de los sementales ovinos. Dada la esencialidad del selenio es importante

evaluar su efecto en la calidad del semen.

Por todo lo anterior, es importante evaluar la respuesta reproductiva de los machos ovinos
en términos de la calidad del semen fresco producido en cuanto a movilidad, porcentaje de
espermatozoides vivos, muertos, normales y anormales, con suministro de Se a base de
selenito de sodio suministrado en bolos comprimidos a sementales ovinos que permanezcan

varios meses liberando el mineral.

En el Estado de México existe gran demanda de semen de ovino de buena calidad para ser

usado en la inseminacion artificial, ya sea fresco, refrigerado o congelado.

Una de las limitantes en la ovinocultura nacional es la disponibilidad, a costos accesibles,
de sementales ovinos probados con alto potencial genético de razas especializadas en la
produccion de carne, ademas los métodos de suplementacién de selenio pueden ser
laboriosos y riesgosos, esto impulsa a buscar opciones para mejorar la calidad del semen en

los rebafos del Estado de México.

En los ultimos afios se ha tenido un uso considerable de la técnica de inseminacion artificial
en el Estado de México, y ademas de una demanda muy marcada en razas como el Suffolk
y el Hampshire.
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Por lo anterior, se plantea la necesidad de llevar a cabo la evaluaciéon del comportamiento
reproductivo de sementales ovinos de diferentes razas en una Unidad de Produccion con y

sin la suplementacion de selenito de sodio.

Actualmente, los efectos que se conocen de la aplicacion de selenio y vitamina E en la

reproduccion son muy variables.
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4. Hipotesis

El suministro de selenio a través de bolos de cristal soluble de selenito de sodio a
sementales ovinos de las razas Suffolk y Hampshire en una unidad de produccién
localizada en el Valle de Toluca, México, mejora las caracteristicas cualitativas y
cuantitativas del semen, asi como la concentracion de selenio en el suero sanguineo, la
actividad enzimatica de la Glutation Peroxidasa (GSH-Px), y los valores de hematocrito y

hemoglobina, antes y durante los meses que incluyen la época reproductiva.

28



5. Objetivos
5.1 General
Evaluar la respuesta reproductiva, a nivel de campo y de laboratorio, de dos razas de
sementales ovinos complementados con y sin selenio, en una unidad de produccion del
Valle de Toluca, Estado de México, durante un ciclo reproductivo.
5.2 Particulares
Evaluar el efecto del Se en la calidad del semen fresco eyaculado en términos de su
volumen, color, concentracién y movilidad masal, porcentaje de células espermaticas vivas

y muertas, y la morfologia de los espermatozoides.

Evaluar la movilidad, concentracion, espermatozoides vivos y muertos, y su morfologia

(células normales y anormales).

Evaluar las variables de cambio de peso vivo, circunferencia escrotal y condicion corporal,

asociadas al desempefio productivo y reproductivo de los sementales.

Evaluar en sangre la actividad enzimatica de la glutation peroxidasa (GSH- Px).

Evaluar las concentraciones de selenio en suero sanguineo.

Medir los valores del hematocrito y hemoglobina en los sementales a través de los meses

del estudio.
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6. Materiales y métodos

6.1 Localizacién

El estudio se realiz6 en una unidad de produccion ovina del valle del Toluca, ubicada en el
municipio de Almoloya de Juarez, Estado de México. En esta unidad de produccién ovina
se realizo la fase de campo que consistio en la evaluacion fisica y entrenamiento de los
sementales para la extraccion de semen con monta natural usando una oveja maniqui y una
vagina artificial para la coleccidn de las muestras de semen. Una vez extraido el semen fue
conservado Yy transportado para su evaluacién en los laboratorios de los Departamentos de
Nutricion Animal y Biologia de la Reproduccion de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UAEM ubicados en el Campus Universitario el Cerrillo, Toluca, México;
las mediciones de la actividad de la enzima GSH-Px en sangre, asi como las variables de
hemoglobina y hematocrito, se realizaron en los laboratorios del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados de la FMVZ de la UAEM, Campus Universitario San Cayetano; y la
concentracion de selenio en suero se realizd en el laboratorio de bromatologia del

Departamento de Nutricion Animal de la misma institucion.

6.2 Animales y manejo

Se usaron 18 sementales ovinos, con una edad promedio de 2.8+0.3 afios, de las razas
Hampshire (n=9, PV=80.6+£7.6 kg) y Suffolk (n=9, PV=86-3+9.3 kg), los cuales fueron
asignados aleatoriamente a dos grupos: G1= Sin Se (n=10, cinco sementales de cada raza) y
G2= Con Se (n=8, cuatro de cada raza). En el primer dia del periodo experimental el grupo
con Se recibid, via oral, un bolo de cristal soluble de selenio (peso=7.5 g, con 500 mg de
selenito de sodio), elaborado en la Facultad de Estudios Superiores de Cuautitlan
perteneciente a la Universidad Nacional Autbnoma de México; el otro grupo no tratado
actuo como control. El estudio tuvo una duracion total de ocho meses, durante el periodo de

de julio de 2005 a febrero de 2006; la coleccion de muestras de semen se realizo durante los
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meses de noviembre y diciembre de 2005 y enero de 2006, época en la cual prevalece un
ambiente templado frio, a una altitud media de 2500 msnm de la zona del valle de Toluca,

Estado de México.

Los sementales permanecieron durante el dia en praderas de pasto nativo Pennisetum
clandestinum "kikuyo”, y por la noche, fueron confinados a una nave cerrada para
protegerlos de las temperaturas bajas. Por la mafiana, antes de salir a la pradera, recibieron
un concentrado (en proporcion de 1% del PV), con 14% de PC y 2.8 Mcal de EM por kg de
MS), el cual contenia 2.5% de la MS de una premezcla de vitaminas y minerales, elaborada
sin Se y sin vitamina E, que cubrio los requerimientos de los minerales de ovinos (NRC,
2007).

La prueba de libido se realiz6 en los sementales utilizados en el estudio mediante la
observacién en cuanto a buena disposicion y capacidad de monta (Schumacher, 1979). Al
finalizar el examen los carneros se clasificaron en potencialmente aptos para la
reproduccion, temporalmente no aptos determinado por factores fisicos e incluso

psicoldgicos y no aptos.

Semanalmente, previo a obtener cada eyaculado, se midi6 el peso corporal de los machos
con una balanza electronica y la condicién corporal se evalué de acuerdo con el método

descrito por Russell (1991) y la circunferencia escrotal se midi6 con cinta métrica.
La coleccidon de muestras de semen se hizo semanalmente, después de dar el bolo de Se,
durante la epoca reproductiva (noviembre a enero) de todos los sementales por monta

natural y desviacion a una vagina artificial.

Los sementales fueron muestreados por puncion de la vena yugular para evaluar las

concentraciones de selenio en suero sanguineo, asi como la actividad de la enzima GSH-Px
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en sangre en las semanas uno (antes de dar el bolo de Se), dos y tres de julio, y

posteriormente cada mes durante el periodo de agosto a febrero.

6.3 Analisis de laboratorio

Los analisis para hematocrito y hemoglobina se realizaron de acuerdo con los

procedimientos descritos por Coffin (1987).

El hemolizado de la muestra de sangre para determinar la actividad de la enzima glutation
peroxidasa se realizo segin el método de Beutler (1971). Se tomaron 50 pL de sangre total,
las sustancias usadas fueron 50 pL de saponina al 1%, 0.86 mL de agua destilada y 40 puL
de la solucién preparada a base de 75 mg de cianuro de potasio y 75 mg de nitrato de sodio,
disueltos en 1 mL de agua destilada. EI hemolizado se conservd en refrigeracion a 4°C
hasta el momento de su analisis mediante espectrofotometria dptica a 340 nm. La
preparacion de las soluciones para la determinacion de la actividad enzimética de la
glutation peroxidasa fue de acuerdo al método de Blanchflower et al. (1986).

Para determinar el contenido de selenio en suero sanguineo, las muestras sanguineas se
obtuvieron de la vena yugular y se depositaron en tubos al vacio sin anticoagulante,
posteriormente se centrifugaron para obtener el suero sanguineo y se congelaron a -20 °C
hasta su andlisis en el laboratorio. La determinacion de Se se realiz6 por el método de
espectrofluorometria de barrido (AOAC, 1975), en un equipo modelo LS 30 de la marca

Perkin Elmer.

El semen se colectd mediante vagina artificial segin la técnica descrita por (Evans y
Maxwell, 1990) la cual consiste en llevar a los machos a la sala de recoleccion para
acostumbrarlos al ambiente, introducir a una hembra en estro o estrogenizada y dejar que la

cubran los machos, es importante que cuando se realice la monta se encuentren en el potro
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de recoleccidn y en presencia de un ayudante. Los sementales que montan con regularidad

a las hembras maniquis, pueden acostumbrarse a eyacular en la vagina artificial.

Los eyaculados colectados en los tubos fueron valorados en términos del volumen (mL) y
color (escala 1-5) (Evans y Maxwell, 1990; Barril et al., 1993).

La movilidad masal (escala 1-5) se evalu6 con apoyo de un microscopio de campo claro a
10X de acuerdo con lo descrito por los autores (Evans y Maxwell, 1990; Barril et al.,
1993).

La concentracion (x10°) de las células espermaticas se contabilizd en una camara de
Neubauer. Para evaluar la presencia de anormalidades en la morfologia espermatica, se
prepararon frotis de cada eyaculado, los cuales se secaron al aire y se tifieron con eosina-
nigrosina, posteriormente cada frotis se observd al microscopio con el lente a 40X. Se
evaluaron 200 células por cada muestra de semen y las anormalidades (total, cola enrollada,
sin cola, dos colas, otras) de los espermatozoides se clasificaron segun la técnica descrita
por (Barril et al., 1993 y Vijil et al., 1986).

6.4 Suplementacién de selenio

El selenio inorganico (selenito de sodio) se proporcioné en bolos comprimidos, que
permanecieron en rumen durante todo el periodo experimental, el peso promedio de cada
bolo fue de 7.5 g, cada bolo contenia 500 mg de selenito de sodio, por lo que la dosis de
selenio fue de 0.2 a 0.3 ppm.

Se suministrd, a todos los sementales, un concentrado que incluy6 2.5% de una premezcla

mineral sin selenio, y sin vitamina E, pero que cubri6 el resto de los minerales segin
(NRC, 2007).
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6.5 Analisis estadistico

Para el presente estudio se utilizd un disefio experimental completamente al azar con
arreglo factorial 2x2x3 de tratamientos [sementales con y sin Se (bolo de cristal soluble),
razas (Hampshire y Suffolk) de los moruecos y meses de la época reproductiva (noviembre,
diciembre y enero)]. Para el analisis estadistico de toda informacidn recabada se utilizé el
procedimiento MIXED con mediciones repetidas del programa SAS (2009); previamente,
los valores obtenidos como porcentaje fueron procesados con la transformacion arcoseno.
En las variables donde hubo diferencia estadistica (P<0.05) se aplico la prueba de Tukey

para la comparacion de medias (Steel y Torrie, 1980).
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7. Resultados y discusion

No se observo efecto de ninguna de las interacciones sobre las variables analizadas (p >
0.05). En los moruecos que recibieron el bolo con Se, la actividad de la enzima GSH-Px fue
superior (p < 0.05); en tanto que los moruecos de la raza Suffolk tuvieron mayor PV (p <
0.05). El resto de las variables, circunferencia escrotal, condicién corporal, hematocrito,
hemoglobina y contenido sérico de Se, indicadas en el Cuadro 3, no fueron afectadas (p >
0.05) por el Se o la raza. Los valores de hematocrito, hemoglobina y contenido de Se
fueron adecuados segun Wheatley y Beck (1988) y Puls (1994). En contraste, la actividad
de GSH-Px fue deficiente en ambas razas de moruecos con y sin bolo de cristal con Se
dado que el valor normal de actividad para ovinos segun Ceballos y Wittwer (1996) es del
orden de 130 U g Hb. El bolo de cristal soluble de Se aument6 de forma consistente y
sostenida, a través de los meses del estudio, la actividad de la enzima GSH-Px en los
moruecos tratados; sin embargo, aunque la concentracion de Se en suero fue adecuada para

ambos grupos de machos con y sin Se, la actividad de la GSH-Px fue deficiente (Cuadro 3).

El PV, la circunferencia escrotal y la condicion corporal de los sementales se
mantuvieron con valores similares (p > 0.05) a lo largo del estudio (Cuadro 4); en contraste,
los valores de hematocrito, hemoglobina, actividad de GSH-Px y contenido sérico de Se
variaron (p < 0.05) a través de los meses que comprendié el estudio (Figura 2 y Cuadro 4).
El valor del hematocrito fue menor en el muestreo inicial de julio y mayor en octubre, pero
en todos los meses del estudio estuvo dentro del rango adecuado (29 a 38%) indicado para
ovinos. El contenido de hemoglobina también estuvo dentro del rango adecuado (8 a 16 mg
dL™) indicado por Puls (1994).
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Cuadro 3. Efectos de un bolo de cristal soluble con selenio sobre el peso vivo, circunferencia escrotal, condicion corporal, valores de

hematocrito, hemoglobina, actividad de la glutation peroxidasa y concentracion de selenio en suero de moruecos Hampshire y Suffolk.

Selenio Efectos de?

Variable EEM! Se Raza
Control Bolo c/Se Hampshire Suffolk

Peso Vivo, kg 84.882 83.142 80.83" 88.64? 6.5362 ns faled
Circunferencia escrotal, cm 32.982 33.172 32.942 33.278 1.4597 ns ns
Condicion corporal, escala 1-5 3.662 3.68? 3.722 3.60? 0.2907 ns ns
Hematocrito, % 33.852 35.928 33.542 35.212 4.0970 ns ns
Hemoglobina®, mg dL* 11.282 11.972 11.182 11.632 1.3060 ns ns
Actividad de GSH-Px3 (U gt Hb) 97.16" 105.072 85.602 85.682 39.070 * ns
Concentracion Se® (ug mL™?) 0.10? 0.16° 0.15° 0.16? 0.0350 ns ns

\/alores en una hilera, para el mismo factor, con distinta letra son estadisticamente diferentes (p < 0.05).

LEEM: error estandar de la media. 2NS: No significativo (p > 0.05; *p < 0.05; ** p < 0.01).

3Valor normal: actividad de GSH-Px, deficiente <130 U g* Hb (Ceballos y Wittwer, 1996); hematocrito, 29-38 %; hemoglobina, 8-16

g dL%; Se, adecuado=0.08-0.5, marginal=0.03-0.07, deficiente=0.006-0.03 pg mL* (Wheatley y Beck, 1988; Puls, 1994).
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La actividad enziméatica de GSH-Px fue menor y muy baja en el muestreo inicial del mes de
julio y el valor mayor se obtuvo en enero; sin embargo, segun Ceballos y Wittwer (1996),
aunque aumentd considerablemente post aplicacién del bolo de cristal con Se, fue
inadecuada en la mayoria de los meses, solamente en enero tuvo un valor superior a 130 U
gl Hb). Respecto al contenido de Se, su valor fue marginal en el muestreo inicial, antes de
aplicar el bolo de cristal soluble con Se, en el resto de los meses aument6 de forma
considerable y se mantuvo en el rango adecuado (0.08 a 0.5 pg mL™) indicado por
Wheatley y Beck (1988), y Puls (1994) en suero sanguineo de ovinos. Kendall et al. (2001)
observaron efectos positivos en la concentracion de Se en suero y actividad de la GSH-Px
al aplicar Se en bolos solubles. Cabe destacar que la actividad enzimatica de la GSH-Px de
ambos grupos de moruecos estuvo por debajo de las 60 U g-! Hb en el muestreo basal de
julio, asi como en los moruecos del grupo control en los meses de septiembre y octubre
(Figura 2). Como se muestra en la misma Figura 2, la actividad enzimética de GSH-Px fue
mayor durante todo el periodo en el grupo de moruecos que recibi6é el bolo de cristal
soluble con Se, sin embargo, solamente en el mes de enero, la actividad de GSH-Px fue
mayor a 130 U g Hb. Kendall et al. (19972b) indicaron concentraciones séricas de Se
similares a las obtenidas en el presente estudio en corderos complementados con un bolo de
cristal soluble con Se, Co y Zn, no obstante que su nivel de Se en suero fue adecuado, tanto
en el grupo control como en el tratado; resultados como los encontrados en el presente
estudio fueron observados de forma consistente con la aplicacion de este tipo de bolos con
Se, Co y Zn en ovinos (Kendall et al., 19972,b), o con bolos de cristal soluble con Cu, Co,

Zn y Se en moruecos (Kendall et al., 1999; 2000); por lo tanto, la aplicacion intraruminal
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de bolos de cristal soluble, es un método adecuado, practico, seguro y econémico, para
complementar y aumentar, de forma sostenida, los niveles de Se en moruecos ovinos a

través del afio con la finalidad de mejorar la calidad del semen en la época reproductiva.

200 1
180 +
160 -
140 f
120 -
100 -
80 H

GSH-Px

40 -
20 1

Control =——Selenio

Figura 2. Actividad de la enzima GSH-Px (U g* Hb) en sangre de moruecos con y sin
selenio durante el periodo experimental en una unidad de produccion ovina del valle de

Toluca, México.

Los periodos 1 al 3 corresponden a las semanas 1, 2 y 3 de julio, el resto (4-10) a los meses

de agosto de 2005 a febrero de 2006.
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Cuadro 4. Efecto del mes de muestreo, antes y después de suministrar un bolo de cristal soluble con selenio, en el cambio de PV,

circunferencia escrotal, condicion corporal, hematocrito, hemoglobina, actividad de GSH-Px y concentracion de selenio de moruecos

Hampshire y Suffolk.

Variable Mes

EEM!

Jul. S18 Jul. S2£ Jul. S3¢ Ago. Sept. Oct. Nov. Dic. Ene. Feb.

Peso Vivo, kg 83.32 8428 845 85.12 85.0° 84.2% 83.1* 85.620 83.2% 79.0% 2.9230
Circunferencia escrotal, cm 32.9%¢ 3312 33.3 32.5% 3312 325% 34.2% 32.6° 32.1* 33.02 0.6528
Condicion corporal, (escala 1-5) 3.4* 3.4 3.52 35* 34* 36° 36* 37" 37% 35 0.1299
Hematocrito, % 34.6° 357 31.7° 334" 354%® 39.1* 33.7° 33.9" 31.8° 33.6° 1.8325
Hemoglobina, g dL 115 11.9® 105  11.1° 11.8%°¢ 13.0® 11.2°¢ 11.1°° 10.3°¢ 11.0% 0.5844
Actividad GSH-Px (U g* Hb) 30.19 91.7°¢ 89.4"  96.1"° 92.0° 93.0° 113.5% 118.1?" 143.92119.4% 17.471
Contenido de Se (ug mL™) 0.04¢ 0.09¢ 0.11¢ 0.13% 0.17®® 0.182 0.16%° 0.15°% 0.12¢ 0.17% 0.0160

abedy/alores en una hilera con distinta letra son estadisticamente diferentes (p < 0.05). *EEM: error estandar de la media.

EMuestreos de sangre semanas 1, 2 y 3 en julio.

39



Respecto a la evaluacion del semen (Cuadro 5); el analisis no mostro efecto de las
interacciones de los factores sobre las variables estudiadas. EI Se suministrado a los
moruecos produjo mayor movilidad de los espermatozoides (p < 0.05), el Se también
aumento los espermatozoides vivos (p < 0.05) y normales (p < 0.01) en el semen; los
moruecos Suffolk mostraron mejor calidad de semen en cuanto a volumen (p <0.01), color
(p <0.05), densidad (p <0.01) y concentracion (p < 0.05); los eyaculados obtenidos en el
mes de enero mostraron mayores valores en las variables de movilidad, densidad (p <0.01)

y una mayor (p <0.05) concentracion de células espermaticas.

El aumento en la movilidad, asi como en los valores de espermatozoides vivos y normales,
del eyaculado de los moruecos tratados con el bolo de cristal soluble con Se, probablemente
se debe a la mayor actividad de la enzima GSH-Px en sangre, promovida por el Se
suministrado a través del bolo; esto coincide con los hallazgos indicados por Kendall et al.
(2000) en moruecos tratados con bolos de cristal soluble con Zn, Co y Se. El Se adicional,
suministrado a través del bolo, aument6 el estado antioxidante como lo indicé la mayor
actividad de la enzima GSH-Px, lo anterior proporciona una mayor proteccion contra la
peroxidacion lipidica espontanea, la cual causa que la membrana plasmaética de la célula
pierda su habilidad como una barrera con permeabilidad selectiva, en consecuencia, se
pierden enzimas y sustratos citoplasmicos, por lo que disminuye la movilidad vy
sobrevivencia del espermatozoide (Alvarez y Storey, 1984; Zubair et al., 2015). Los
moruecos que recibieron el bolo tuvieron mejor calidad del semen, lo cual pudo deberse a
que el Se suministrado estimulé la formacién de selenoproteinas en el tejido testicular, y

esto, a su vez, estimulé una mayor espermatogénesis (Ahsan et al., 2014).
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Cuadro 5. Efectos de un bolo de cristal soluble de selenito de sodio sobre las caracteristicas del eyaculado de moruecos Hampshire y

Suffolk durante la época reproductiva (noviembre a enero).

Variable Selenio Raza Mes Efectos de?
EEM! Se Raza Mes

Control  Boloc/Se  Hampshire Suffolk  Nov. Dic. Ene.

Volumen (mL) 0.912 0.872 0.80° 1.032  0.86° 0.922 0.86° 0298 ns ** ns
Color (escala 1-5) 2.892 2.98? 2.88° 3.028 2.83% 2.96% 3.022 0.416 ns * ns
Movilidad masal (escala 1-5) 3.20° 3.472 3.202 3.400  3.04* 3.33° 3.69¢ 0.723 * ns  **
Densidad 3.072 2.98° 2.98P 3372 2.88° 3.10° 3.68® 0.687 ns Kok
Concentracion (millones/mL™) 1,850? 1,8292 1,729° 1,8500 1,723 1,742° 1,892% 256.4 ns * *
Células vivas (%) 92.18° 93.94 92,728 9355% 93.50° 92.80292.70° 2.661  * ns ns
Células normales (%) 91.08° 94,33 92.80°  93.04% 93.59° 92.61292.34% 2,562  ** ns ns

3\/alores en la misma fila para el mismo factor con distinta literal son diferentes (P <0.05).
'EEM= error estandar de la media.
2NS= No significativo (P>0.05; *=P<0.05; **= P<0.01).
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En el presente estudio los moruecos tratados con el bolo de cristal soluble con Se mostraron
mayor movilidad espermatica en el eyaculado; estos resultados coinciden con lo observado
por Scott et al. (1998), quienes dieron complementacion oral de Se a hombres cuya calidad
del semen indico que padecian una subfertilidad clinica. A nivel de campo, la mejora en las
variables indicadas en el presente estudio puede influir favorablemente en la calidad del
eyaculado y, por lo tanto, en la fertilidad del semen de los moruecos; sin embargo, en la
especie ovina, esto debera de ser confirmado mediante otros estudios, pero sobre todo, se
requiere evaluar su capacidad fertilizadora en los rebafios en ambas épocas, reproductiva y

estacional.
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8. Conclusion general

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la aplicacion de bolos de
cristal soluble con selenito de sodio incrementa la concentracion de Se en suero y la
actividad de la enzima GSH-Px de manera sostenida; ademéas, mejora la movilidad y la
viabilidad de los eyaculados de moruecos Hampshire y Suffolk. El efecto es mayor en el
mes de enero, durante la época reproductiva. Los moruecos Suffolk, en el valle de Toluca,

México, mostraron eyaculados de mayor calidad que los moruecos de la raza Hampshire.
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RESUMEN
En México se han diagnosticado deficiencias de minerales traza en ovinos, pero no se han
establecido estrategias para corregirlas y evaluar su respuesta. El objetivo del estudio fue
evaluar, en moruecos (9 Hampshire PV 80.6 + 7.6 kg y 9 Suffolk PV 86.3 + 9.3 kg), el
efecto de un bolo de cristal soluble con selenito de sodio, sobre el PV, circunferencia
escrotal, condicion corporal, variables hematicas, actividad de glutation peroxidasa,
concentracion de selenio y caracteristicas del eyaculado. El disefio experimental fue
completamente al azar con arreglo factorial 2x2x3 de tratamientos: 1) con y sin Se (bolo de
cristal soluble), 2) razas (Hampshire y Suffolk) y 3) meses de la época reproductiva

(noviembre, diciembre y enero). Los datos se analizaron con el procedimiento MIXTO de
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SAS y la prueba de Tukey para comparar las medias (p < 0.05). El estudio se realizé de
julio del afio 2005 a febrero de 2006. Las muestras de sangre se obtuvieron en las semanas
uno (previo al tratamiento), dos y tres de julio de 2005, y después en la cuarta semana de
cada mes (de agosto de 2005 a febrero de 2006). De noviembre de 2005 a enero de 2006,
mediante vagina artificial, semanalmente se evalué el eyaculado de los moruecos. Los
moruecos pastaron, durante el dia, praderas de Pennisetum clandestinum, con
confinamiento nocturno. Diariamente (08:00 h) previo al pastoreo, recibieron un
concentrado (1 % PV). El Se aumento (p < 0.05) la actividad de GSH-Px, la movilidad y
los espermatozoides vivos y normales. La calidad del eyaculado fue mayor (p < 0.05) en
volumen, densidad, concentracion y viabilidad para la raza Suffolk. En conclusién, los
bolos con Se aumentaron la actividad de GSH-Px, la movilidad y viabilidad del semen de
moruecos Hampshire y Suffolk en la época reproductiva.
Palabras clave: Moruecos, selenio, cristal soluble, semen, glutation peroxidasa.
INTRODUCCION

El selenio (Se) es un elemento mineral traza con actividad antioxidante que, en conjunto
con la vitamina E, realiza funciones esenciales para prevenir dafios celulares (Vazquez-
Armijo et al., 2011). En cabras lecheras la deficiencia de Se o vitamina E reduce la
respuesta inmune (Ramirez-Bribiesca et al., 2005). La funcion principal del Se en el
organismo es como componente de varias enzimas (Silva et al., 2000) llamadas
selenoproteinas (Vazquez-Armijo et al., 2011). La enzima glutation peroxidasa (GSH-Px)
contiene Se en su estructura quimica y una de sus funciones es evitar la formacion de

radicales libres previniendo asi el dafio por oxidacion tisular (Holben y Smith, 1999). Hay
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una selenoproteina con funciones protectoras relevantes en la capsula mitocondrial del
espermatozoide (Ahsan et al., 2014). El espermatozoide de verracos con deficiencia de Se
tiene capacidad fecundante pobre debido a su movilidad limitada, asociada a
espermatozoides con desarrollo anormal de su flagelo (Ahsan et al., 2014). La inclusion de
Se en la dieta, o por aplicacion parenteral, mejora la ganancia de peso de los corderos, la
fertilidad de las ovejas y la respuesta inmune de ambos (Vazquez-Armijo et al., 2011); lo
anterior esta condicionado a lograr las concentraciones requeridas de Se en tejidos y fluidos
del cuerpo (Shamberger, 1983). El suministro de bolos de cristal soluble, conteniendo Se,
aumenta la concentracion de Se en sangre, la movilidad espermaética, los espermatozoides
vivos Yy la repuesta a la integridad de la membrana de la célula espermética (Kendall et al.,
2000). El suministro de Se y Zn en humanos ha mostrado una funcion intrinseca de ambos,
en la espermatogénesis y estado oxidativo general, por lo cual se sugiere que estos
microminerales tienen una funcién importante en la reproduccion del macho ovino (Irvine,
1996; Vezima et al., 1996; Oguntibeju et al., 2009). En hombres subfértiles, diagnosticados
con deficiencia de Se, hay una calidad seminal pobre asociada a una movilidad menor de

los espermatozoides (Scott et al., 1998).

La deficiencia de Se afecta la produccion y salud de los rebafios ovinos, puede causar
mortalidad alta de corderos, reducir la ganancia de peso de ovinos en crecimiento y
ocasionar problemas reproductivos como retencion de placenta de las ovejas y menor
calidad del eyaculado en los sementales (Andrews et al., 1975; Allen et al., 1986; Kendal et
al., 2000). En el centro de México se han diagnosticado desbalances de microminerales con

deficiencias graves de I, Se, Zn y Cu en los rebafios ovinos, pero no se han establecido
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programas de suministro de minerales para corregir las deficiencias y evaluar la respuesta
animal (Véazquez-Armijo et al., 2011). Segun Montes de Oca et al. (2003) y Ramirez et al.
(2004) hay carencia de Se en los rebafios ovinos del valle de Toluca, Tlaxcala y Puebla,
México; la carencia de Cu se asocia al bajo contenido en el suelo y los forrajes, aumentado
por la acidez del suelo y un exceso de Fe en los forrajes y el suelo donde estos crecen, lo
cual afecta su absorcion y contenido en ovinos (Dominguez-Vara y Huerta-Bravo, 2008).
Los problemas de bocio en ovinos estan relacionados con una deficiencia natural de I, la
cual probablemente involucre la carencia de Se y la presencia de disrruptores enddcrinos
(Montes de Oca et al., 2003). Por lo tanto, estos desequilibrios minerales se consideran
factores que afectan la salud, el crecimiento y la reproduccién en rumiantes (Minson,

1990).

Durante la época reproductiva, la poligamia de los moruecos aumenta sus
requerimientos nutricionales para la produccion de semen en un periodo de tiempo
relativamente corto (empadre), esto puede inducir a deficiencias de Se en ciertas épocas, y
causar una menor produccion y calidad del semen (Ahsan et al., 2014; Zubair et al., 2015).
En rumiantes pequefios, el suministro de Se para complementar el aporte de los forrajes,
incluye adicionar premezclas al alimento, aplicacion subcuténea u oral en solucion y el uso
de bolos 0 comprimidos de Se intraruminales; este Gltimo método permite complementar el
Se de forma préctica, segura y efectiva, de tres a cuatro afios, y a un costo bajo, a ovejas en
pastoreo cuyo forraje es deficiente en Se (Andrews et al., 1975; Wilkins y Hamilton, 1980;
Donald et al.,, 1993; Langlands et al., 1994, Ramirez-Bribiesca et al., 2004; Revilla-

Véazquez et al., 2008).
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El objetivo del estudio fue evaluar los efectos del suministro de un bolo de cristal
soluble con selenito de sodio, en moruecos Hampshire y Suffolk sobre variables hemaéticas,
actividad de la enzima glutation peroxidasa, concentracion de Se en suero sanguineo y
caracteristicas del eyaculado durante la época reproductiva; para lo cual se planted la
hipotesis que el Se suministrado a través del bolo de cristal soluble aumenta su
concentracion en sangre y la actividad de la enzima GSH-Px, y de esta forma, mejora la

calidad del semen durante la época reproductiva de los moruecos.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion y periodo experimental de muestreo

El estudio se realiz6 en una unidad de produccion (UP) ovina situada en la localidad de
Mayorazgo de Le6n, municipio de Almoloya de Juarez, Estado de México entre 19° 14’y
19° 34’ N, 99° 42” y 99° 58” a 2500 m de altitud. El clima es templado subhiimedo con
lluvias en verano, humedad mayor (86.59 %); semifrio subhimedo, menor humedad (13.41
%), con temperaturas entre 15y 22 °C y 6 y 14 °C, respectivamente, y precipitacion pluvial
anual de 700 a 1500 mm (INEGI, 2009). La UP es de tipo semi intensivo, con pastoreo
diurno (09:00 a 17:00 h) y confinamiento nocturno con suministro de un suplemento
alimenticio estratégico en el empadre y lactacion; cuenta con una superficie de 10 has. de
terreno, con cerca fija, una nave con tres corrales equipados con bebedero de pileta y
comedero manual, donde se alojan 250 ovejas y 20 machos adultos, de los cuales se usaron
18 en el estudio.

Los analisis de laboratorio se realizaron en los Departamentos de Nutricion Animal y de

Reproduccién Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
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Auténoma del Estado de México, Campus Universitario El Cerrillo, Toluca, México. El
estudio inicid en el mes de julio de 2005 y termind en febrero de 2006.
Animales y alimentacion

En el estudio se usaron 18 moruecos adultos (edad promedio 2.8 = 0.3 afios) Hampshire
(n=9, PV =280.6 7.6 kg) y Suffolk (n =9, PV =86.3 + 9.3 kg). Hubo dos grupos: 1) Sin
Se (n =10, cinco moruecos de cada raza) y 2) tratado con Se (n = 8, cuatro moruecos de
cada raza). El grupo con Se recibi¢ via oral un bolo de cristal soluble (7.5. g) de selenito de
sodio (500 mg), elaborado en la Facultad de Estudios Superiores de Cuautitlan, FESC-
UNAM®) (Revilla-Vazquez et al., 2008). Los moruecos permanecieron durante el dia
pastando praderas de forraje nativo (Pennisetum clandestinum), y por la tarde y noche
fueron confinados durante 16 h. Cada dia, a las 08:00, antes de salir a la pradera, se
proporciond a los moruecos un alimento balanceado (al 1 % del PV) con 14 % PC y 11.72
MJ de EM kg?! de MS. Este alimento incluy6 una premezcla de vitaminas y minerales
elaborada sin Se y sin vitamina E, para cubrir los requerimientos de los otros minerales
esenciales recomendados para ovinos (NRC, 2007).

Desarrollo experimental

Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncién de la vena yugular durante los ocho
meses del estudio. Una muestra inicial se recolectd una semana antes de proporcionar el
bolo de cristal soluble con el selenito de sodio; después se recolectaron muestras de sangre
en las dos semanas subsecuentes, y una muestra sanguinea se recolectd en la Gltima semana
de cada mes durante el resto del periodo experimental. La recoleccion y evaluacion del

semen se realiz6 durante la época reproductiva de los ovinos, estos es noviembre,
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diciembre y enero. Desde julio de 2005 a febrero de 2006 cada semana se obtuvo una
muestra de semen de cada morueco, entre las 09:00 y 10:00 h, usando una hembra
inmovilizada y una vagina artificial. EI semen fue recolectado en tubos estériles de
polipropileno graduados, atemperados a 37 °C. Antes de obtener cada eyaculado, se midio
el peso corporal de los machos con una balanza electronica, la condicion corporal se evaluo
de acuerdo con el método descrito por Russell (1991) y la circunferencia escrotal se midio
con cinta métrica. Los moruecos fueron entrenados y manejados por el mismo personal
técnico, para minimizar el estrés.
Andlisis de laboratorio

Medicion del hematocrito y hemoglobina

Estos andlisis se realizaron de acuerdo con los procedimientos descritos por Coffin
(1987).

Medicion de la actividad enzimética de la glutation peroxidasa (GSH-Px)

El hemolizado de la muestra de sangre para determinar la actividad de la glutation
peroxidasa se realizé segun el método de Beutler (1976): se tomaron 50 pL de sangre total,
las sustancias usadas fueron 50 pL de saponina al 1 %, 0.86 mL de agua destilada y 40 uL
de la solucién preparada con 75 mg de cianuro de potasio y 75 mg de nitrato de sodio,
disueltos en 1 mL de agua destilada. EI hemolizado se conservé en refrigeracion a 4 °C
hasta el momento de su analisis mediante espectrofotometria dptica a 340 nm. La
preparacion de las soluciones para la determinacion de la actividad enzimatica de la

glutation peroxidasa fue de acuerdo al método de Blanchflower et al. (1986).
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Determinacion del contenido de selenio en suero sanguineo

Las muestras sanguineas se obtuvieron de la vena yugular y se depositaron en tubos al
vacio sin anticoagulante, se centrifugaron para obtener el suero sanguineo y se congelaron a
-20 °C hasta su andlisis en el laboratorio. La determinacion de Se se realizd por el método
de espectrofluorometria de barrido (AOAC, 2012), en un equipo modelo LS-30, serie
34371, Perkin Elmer, London, U.K.
Evaluaciones espermaticas

Los eyaculados recolectados en los tubos fueron valorados en términos del volumen
(mL) y color (escala 1-5) (Evans y Maxwell, 1990; Baril et al., 1993). La movilidad masal
(escala 1-5) se evalud con un microscopio de campo claro a 10X de acuerdo con lo descrito
por (Evans y Maxwell, 1990; Baril et al., 1993). La concentracion (x108) de las células
espermaticas se contabiliz6 en una camara de Neubauer. Para evaluar la presencia de
anormalidades en la morfologia espermatica, se prepararon frotis de cada eyaculado, se
secaron al aire, se tifieron con eosina-nigrosina y cada frotis se observé al microscopio con
el lente a 40X. Por cada muestra de semen se evaluaron 200 células y las anormalidades
(total, cola enrollada, sin cola, dos colas, otras) de los espermatozoides se clasificaron
segun la técnica descrita por (Baril et al., 1993).

Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con arreglo factorial 2x2x3 de
tratamientos: 1) con y sin Se (bolo de cristal soluble), 2) razas (Hampshire y Suffolk) y 3)
meses de la época reproductiva (noviembre, diciembre y enero); cada morueco fue

considerado como unidad experimental. Los datos se analizaron con el procedimiento
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MIXTO de SAS (2009) y la prueba de Tukey (Steel et al., 1997) para comparar las medias
(p < 0.05). Antes del analisis, los valores obtenidos como porcentaje fueron procesados con
la transformacion arcoseno.
RESULTADOS Y DISCUSION

No se observé efecto de ninguna de las interacciones en las variables (p > 0.05). Los
moruecos Suffolk tuvieron PV mayor (p < 0.05) y la actividad de GSH-Px fue superior (p <
0.05) en los moruecos que recibieron el bolo con Se. Al contrario, las otras variables, como
circunferencia escrotal, condicion corporal, hematocrito, hemoglobina y contenido sérico
de Se no se afectaron (p > 0.05) por el Se o la raza (Cuadro 1). Los valores de hematocrito,
hemoglobina y contenido de Se fueron adecuados segun Wheatley y Beck (1988) y Puls
(1994). En contraste, la actividad de GSH-Px fue deficiente en ambas razas de moruecos
con y sin bolo de cristal con Se dado que el valor normal de actividad para ovinos segin
Ceballos y Wittwer (1996) es del orden de 130 U g Hb. El bolo de cristal soluble de Se
aumento de forma consistente y sostenida, a través de los meses del estudio, la actividad de
la enzima GSH-Px en los moruecos tratados; sin embargo, aunque la concentracion de Se
en suero fue adecuada para ambos grupos de machos con y sin Se, la actividad de la GSH-

Px fue deficiente (Cuadro 1).

El PV, la circunferencia escrotal y la condicion corporal de los sementales se
mantuvieron con valores similares (p > 0.05) a lo largo del estudio (Cuadro 2); en contraste,
los valores de hematocrito, hemoglobina, actividad de GSH-Px y contenido sérico de Se

variaron (p < 0.05) a traves de los meses que comprendié el estudio (Figura 1 y Cuadro 2).
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El valor del hematocrito fue menor en el muestreo inicial de julio y mayor en octubre, pero
en todos los meses del estudio estuvo dentro del rango adecuado (29 a 38%) indicado para
ovinos. El contenido de hemoglobina también estuvo dentro del rango adecuado (8 a 16 mg
dL?) indicado por Puls (1994). La actividad enzimatica de GSH-Px fue menor y muy baja
en el muestreo inicial del mes de julio y el valor mayor se obtuvo en enero; sin embargo,
segun Ceballos y Wittwer (1996), aunque aument6 considerablemente post aplicacion del
bolo de cristal con Se, fué inadecuada en la mayoria de los meses, solamente en enero tuvo
un valor superior a 130 U g Hb. El contenido de Se fue marginal en el muestreo inicial
(0.04 ug mLY), antes de aplicar el bolo de cristal soluble con Se, en el resto de los meses
aumentd de 0.04 a niveles que van de 0.09 a 0.18 pg mL?, y se mantuvo en el rango
adecuado (0.08 a 0.5 pug mL™?) indicado por Wheatley y Beck (1988), y Puls (1994) en
suero sanguineo de ovinos. Kendall et al. (2001a,b) observaron efectos positivos en la
concentracion de Se en suero y actividad de la GSH-Px al aplicar Se en bolos solubles.
Cabe destacar que la actividad enzimatica de la GSH-Px de ambos grupos de moruecos
estuvo por debajo de las 60 U g-! Hb en el muestreo basal de julio, asi como en los
moruecos del grupo control en los meses de septiembre y octubre (Figura 1). Como se
muestra en la misma Figura 1, la actividad enzimatica de GSH-Px fue mayor durante todo
el periodo en el grupo de moruecos que recibio el bolo de cristal soluble con Se, sin
embargo, solamente en el mes de enero, la actividad de GSH-Px fue mayor a 130 U g Hb.
Kendall et al. (1997a,b) indicaron concentraciones séricas de Se similares a las obtenidas
en el presente estudio en corderos complementados con un bolo de cristal soluble con Se,

Co y Zn, no obstante que su nivel de Se en suero fue adecuado, en ambos grupos.
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Cuadro 1. Efectos de un bolo de cristal soluble con selenio sobre el peso vivo, circunferencia escrotal, condicion corporal, valores de

hematocrito, hemoglobina, actividad de la glutation peroxidasa y concentracion de selenio en suero de moruecos Hampshire y Suffolk.

Selenio Efectos de?

Variable EEM! Se Raza
Control Bolo c/Se Hampshire Suffolk

Peso Vivo, kg 84.882 83.142 80.83" 88.64? 6.5362 ns faled
Circunferencia escrotal, cm 32.982 33.172 32.942 33.278 1.4597 ns ns
Condicion corporal, escala 1-5 3.662 3.68? 3.722 3.60? 0.2907 ns ns
Hematocrito, % 33.852 35.928 33.542 35.212 4.0970 ns ns
Hemoglobina®, mg dL* 11.282 11.972 11.182 11.632 1.3060 ns ns
Actividad de GSH-Px3 (U gt Hb) 97.16" 105.072 85.602 85.682 39.070 * ns
Concentracion Se® (ug mL™?) 0.10? 0.16° 0.15° 0.16? 0.0350 ns ns

Valores en una hilera, para el mismo factor, con distinta letra son estadisticamente diferentes (p < 0.05).

LEEM: error estandar de la media. 2NS: No significativo (p > 0.05; *p < 0.05; **p < 0.01).

3Valor normal: actividad de GSH-Px, deficiente <130 U g* Hb (Ceballos y Wittwer, 1996); hematocrito, 29-38 %; hemoglobina, 8-16

g dL%; Se, adecuado=0.08-0.5, marginal=0.03-0.07, deficiente=0.006-0.03 pg mL* (Wheatley y Beck, 1988; Puls, 1994).
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Resultados como los encontrados en el presente estudio fueron observados de forma
consistente con la aplicacion de este tipo de bolos con Se, Co y Zn en ovinos (Kendall et
al., 1997a,b), o con bolos de cristal soluble con Cu, Co, Zn y Se en moruecos (Kendall et
al., 1999; 2000); por lo tanto, la aplicacion intraruminal de bolos de cristal soluble, es un
método adecuado, practico, seguro y econdémico, para complementar y aumentar, de forma
sostenida, los niveles de Se en moruecos ovinos a través del afio con la finalidad de mejorar

la calidad del semen en la época reproductiva.
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Figura 1. Actividad de la enzima GSH-Px (U g* Hb) en sangre de moruecos con y sin
selenio durante el periodo experimental en una unidad de produccion ovina del valle

de Toluca, México.

Los periodos 1 al 3 son las semanas 1, 2 y 3 de julio; el resto (4-10) corresponden de agosto

de 2005 a febrero de 2006.
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Cuadro 2. Efecto del mes de muestreo, antes y después de suministrar un bolo de cristal soluble con selenio, en el cambio de PV,

circunferencia escrotal, condicion corporal, hematocrito, hemoglobina, actividad de GSH-Px y concentracion de selenio de

moruecos Hampshire y Suffolk.

Variable Mes

EEM?

Jul. S18 Jul. S2£ Jul. S3¢ Ago. Sept. Oct. Nov. Dic. Ene. Feb.

Peso vivo (kg) 83.32 8428 8452 85.12 85.0° 84.2° 83.1* 85.6° 83.2% 79.0° 2.9230
Circunferencia escrotal (cm) 329 33.1% 33.3° 32,58 33.1* 325% 34.2% 32.6* 32.1* 33.0° 0.6528
Condicion corporal (escala 1-5) 3.4* 3.4 3.52 35* 34* 36* 36 37% 37* 35 0.1299
Hematocrito (%) 34.6° 357%  31.7° 33.4° 354% 391% 33.7° 339" 31.8" 33.6° 1.8325
Hemoglobina (g dL™?) 115 11.9% 105  11.1°c 11.8%°¢ 13.0° 11.2°¢ 11.1°° 10.3¢ 11.0* 0.5844
Actividad GSH-Px (U g* Hb) 30.19 91.7°¢ 89.4"  96.1° 92.0°° 93.0° 113.5% 118.12° 143.92119.4%® 17.471
Contenido de Se (ug mL™) 0.04 0.09¢ 0.11¢ 0.13% 0.17% 0.18* 0.16% 0.15°°¢ 0.12¢ 0.17% 0.0160

abedy/alores en una hilera con letra distinta son estadisticamente diferentes (p < 0.05).
LEEM: error estandar de la media.

£EMuestreos de sangre semanas 1, 2 'y 3 en julio.
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El analisis del semen (Cuadro 3) no mostro efecto de las interacciones de los factores
sobre las variables estudiadas. EI Se suministrado a los moruecos produjo mayor movilidad
de los espermatozoides (p <0.05), y también aumenté los espermatozoides vivos (p < 0.05)
y normales (p <0.01) en el semen; los moruecos Suffolk mostraron mejor calidad de semen
en volumen (p <0.01), color (p <0.05), densidad (p <0.01) y concentracién (p <0.05); los
eyaculados obtenidos en enero mostraron valores mayores en las variables de movilidad,
densidad (p <0.01) y una concentracion mayor (p <0.05) de células espermaticas.

El aumento en la movilidad, asi como en los valores de espermatozoides vivos y
normales, del eyaculado de los moruecos tratados con el bolo de cristal soluble con Se,
probablemente se debe a la mayor actividad de la enzima GSH-Px en sangre, promovida
por el Se suministrado a través del bolo; esto coincide con los hallazgos indicados por
Kendall et al. (2000) en moruecos tratados con bolos de cristal soluble con Zn, Co y Se. El
Se adicional, suministrado a través del bolo, aumento el estado antioxidante como lo indicd
la mayor actividad de la enzima GSH-Px, lo anterior proporciona una mayor proteccion
contra la peroxidacion lipidica espontanea, la cual causa que la membrana plasmatica de la
célula pierda su habilidad como una barrera con permeabilidad selectiva, en consecuencia,
se pierden enzimas y sustratos citoplasmicos, por lo que disminuye la movilidad y
sobrevivencia del espermatozoide (Alvarez y Storey, 1984; Zubair et al., 2015). Los
moruecos que recibieron el bolo tuvieron mejor calidad del semen, lo cual pudo deberse a
que el Se suministrado estimulo la formacion de selenoproteinas en el tejido testicular, y

esto, a su vez, estimulé una mayor espermatogénesis (Ahsan et al., 2014).
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Cuadro 3. Efectos de un bolo de cristal soluble de selenito de sodio sobre las caracteristicas del eyaculado de moruecos

Hampshire y Suffolk durante la época reproductiva (noviembre a enero).

Variable Selenio Efectos de?
Se Raza Mes
Control  Boloc/Se  Hampshire Suffolk  Nov. Dic.

Volumen (mL) 0.91@ 0.878 1.03? 0.86° 0.922 0.86° 0.298 ns  ** ns

Color (escala 1-5) 2.892 2.98? 3.022 2.832 ns * ns
3.022

Movilidad masal (escala 1-5) 3.20° 3.472 3.400  3.04> 3.33" 3.69¢ 0.723 * ns  **

Densidad 3.072 2.98% 3.378 2.88° 3.10° 3.68* 0.687 ns il

Concentracion (millones/mL™) 1,850? 1,829? 1,850 1,723° ns * *
1,8922

Células vivas (%) 92.18° 93.942 93.55% 93.50? * ns ns
92.70%

Células normales (%) 91.98° 94.332 93.04% 93.59? ** ns ns
92.342

3b\/alores con distinta letra en una hilera para el mismo factor, son estadisticamente diferentes (p <0.05).

'EEM= error estandar de la media. 2NS= No significativo (p > 0.05; *p < 0.05; **p < 0.01).
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En nuestro estudio los moruecos tratados con el bolo de cristal soluble con Se mostraron
mayor movilidad espermatica en el eyaculado, lo cual coincide con lo observado por Scott
et al. (1998), quienes dieron un complemento oral de Se a hombres cuya calidad del semen
indicé que padecian una subfertilidad clinica. A nivel de campo, la mejora en las variables
indicadas en el presente estudio puede influir favorablemente en la calidad del eyaculado v,
por lo tanto, en la fertilidad del semen de los moruecos; sin embargo, en la especie ovina,
pero esto debe ser confirmado mediante otros estudios.

CONCLUSIONES

Los bolos de cristal soluble con selenito de sodio aumenta la concentracion de Se en
suero y la actividad de la enzima GSH-Px de manera sostenida; ademas, mejora la
movilidad y la viabilidad de los eyaculados de moruecos Hampshire y Suffolk. El efecto es
mayor en enero, durante la época reproductiva. Los moruecos Suffolk, en el valle de
Toluca, México, mostraron eyaculados de mayor calidad que los moruecos de la raza
Hampshire.
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