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1. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue medir, en caballos Criollo chileno selenio deficientes,
larespuesta aladosificacion ora de unadosis Unicade un producto comercial con sales de
seleniometionina/sel eniocisteina (Sel plex-50 O), mediante determinacion de la actividad de
glutation peroxidasa (GSH-px) eritrocitica durante noventa dias.

Como materia bilologico se utilizaron 21 cabalos Criollo chileno, machos y
hembras, de entre tres y veinte afios de edad, todos selenio deficientes y alimentados solo
bajo régimen de pastoreo directo. Se dividieron en tres grupos: Grupo | (n=7) tratado con
seleniometionina/cisteina en dosis de 4g/caballo/dia por 15 dias; Grupo Il (n=7) tratado con
el mismo producto, a la misma dosis, pero por un periodo de 30 dias y Grupo Control
(n=7), & cual no recibid ningun tipo de tratamiento.

Se tom6 muestras de sangre heparinizada a comienzo de la experiencia, y a los
treinta, sesentay noventadias post tratamiento.

A los 30 dias post tratamiento se detecté una marcada disminucion en la actividad
eritrocitica de GSH-px del Grupo I, lo que fue atribuido a que en este grupo existian tres
yeguas gestantes, 1o cual no fue considerado al inicio de la experiencia. En atencién a este
hallazgo, no fue posible redizar un andlisis estadistico entre este grupo y los demas
grupos. En el grupo Il y en este mismo muestreo, la actividad eritrocitica de GSH-px del
grupo Il se mantuvo en el mismo rango de deficiencia que a inicio de la experiencia (dia
0). Entre los treinta y sesenta dias, existié un aumento de la actividad enzimética de GSH-
px en este grupo, no observandose diferencias significativas (p>0,05) dentro del grupo, ni
tampoco con respecto ad grupo control. Entre los sesenta y noventa dias de iniciado el
tratamiento la actividad de GSH-px disminuyé en relacion a nivel de actividad alcanzado a
los sesenta dias, no observandose diferencias significativas en el grupo, ni tampoco con el
Grupo Control.

Se concluye, que la administracion orad de selenio  organico
(seleniometionina/seleniocisteina), a una dosis diaria de 4 g/caballo/dia por 30 dias,
incrementa y mantiene la actividad de GSH-px eritrocitica sobre valores minimos de
referenciapor a menos 60 dias en caballos Criollo chileno selenio deficientes.

Palabras claves. Selplex- 50, glutation peroxidasa, caballos selenio deficientes, selenio
organico, caballos Criollo chileno.



2. SUMMARY

EFFECT OF THE ORAL DOSIFICACION OF METIONINE/CISTEINE
SELENATE INTHE ERITROCYTIC GLUTATHION PEROXIDASE ACTIVITY
IN CHILEANSHORSES.

The objective of this study was to measure the response to the oral dosification of
metionineselenate/cisteineselenate (Selplex 50) using erytrocytic glutathion peroxidase
(GSH-px) activity asindicator on selenium deficient horses.

Twenty one Chilean horses, between three and twenty years old, low erythrocytic
GSH-px activity and under pasture feeding were used. They were divided into three
different groups, the first one (n=7) received a single dose of 4g/horse/day of
metioninselenate/cisteinselenate for fiveteen days long, the second one (n=7) received the
same dose but for thirty days long.

Heparinizated blood was obtained at the beginnig of experiment and thirty, sixty
and ninety days after treatment.

Thirty days after treatment, a significant decrease in the eritrocytic activity of GSH-
px in Group | was detected, this wasn't considered at the begging of the experiment.
Because of this finding it wasn't possible to performe estadistical anaysis between this
Group and the others.

Thirty days after treatment, erytrocytic GSH-px activity of Group Il kept the same
reference that the start of the experiment (day 0). At sixty days there was arise in the
GSH-px activity in this group, not showing statistical significant differences (p>0,05)
within group neither against Control Group. Between sixty and Ninety days after treatment,
erytrocytic GSH-px activity diminish in relation to the activity level at sixty days, not
showing statistical significant differences (p>0,05) withing or between groups.

It is concluded, that oral administration of organic selenium
(metionineselenate/cisteineselenate), at a daily dose of 4 gr/horse/day for thirty days, rises
and keeps erytrocytic GSH-px activity over minimal reference values for at least sixty days
in selenium deficient Chilean criollo horses.

Key words: Selplex-50, glutathion peroxidase, selenium deficient horses, organic selenium,
Chilean horses.



3. INTRODUCCION

3.1. Seenio.

Existen en la naturaleza diversos tipos de minerales indispensables para la vida de
los animales, dentro de los cuales se encuentran los macrominerales, como calcio, sodio,
fosforo, magnesio y potasio, y los llamados minerales traza, tales como zinc, cobre,
cobalto, yodo y selenio (Ceballos y Wittwer, 1996). Entre estos, el selenio es un mineral
que fue primero descrito por franke y Painter (1935), y cuya toxicidad esta asociada a la
[lamada “ enfermedad por dcali” y a la “ceguera tambaeante del ganado” (Blood y
Radostits, 1992).

Varias enfermedades de los animales son causadas por |a deficiencia de selenio, de
vitamina E y por la asociacion de ambas. Estas enfermedades estan generalmente
relacionadas con factores como una dieta rica en &cidos grasos insaturados, gercicio no
acostumbrados y el crecimiento rgpido de animales jovenes (Blood y Radostits, 1992);
como también por la ingesta de forrgjes o0 suelos que contienen altas cantidades de fierro o
azufre (Heath, 1995), este ultimo inhibiendo la incorporacion de selenio en la plantay por
lo tanto su absorcién en los animales (Lofstedt, 1997).

L as plantas contienen diferentes compuestos de selenio, como por ejemplo selenato,
seleniocisteina, seleniometionina (selmet), seleniohomocisteina, se-metilseleniocisteina,
seleniocistationina, dimetilseleniuro, dimetilseleniopropionato,etc. Excepto por e selenato,
selenocisteina, selmet y dimetilseleniuro, todos estos selenio compuestos son selenio
aminoacidos no proteicos, por lo tanto estos ultimos son la forma predominante de selenio
presente en las plantas (Whanger, 2003). Por otra parte, las leguminosas contienen niveles
mas bgjos de Se que las gramineas; siendo ademas, muy probable encontrar niveles mas
bajos de Se en épocas de gran crecimiento de los pastos (L ofstedt, 1997).

También es comin observar una deficiencia de selenio en potrillos de yeguas que
recibieron una suplementacién mineral inadecuada durante la gestacion (Wintzer, 1986;
Moorey Kohn, 1991).

El requerimiento de Se de un caballo esde 2.4 ug /kg. de peso vivo (Stowe, 1967), y
en cuanto a contenido de Se en granos 'y forrajes se considera adecuado una concentracion
superior a0.1 mg/kg. (Blood y Radostits, 1992).

El rol bioquimico del selenio se manifiesta, entre otras, a través de la enzima
Glutation Peroxidasa (GSH-px), de la cud el es componente (Rotruck y col, 1973). Es
incorporado en esta enzima en las células hematopoyeticas después de la absorcion (Ishii y
col, 2002).



El selenio es también componente de otras proteinas, como selenio proteinas del
musculo, selenoflagellin y de enzimas bacterianas (Blood y Radostits, 1992). Ademas,
forma parte de |a estructura de proteinas similares al citocromo C, esta relacionado con la
presencia del citocromo P-450, es parte de |a selenoproteina P, y regula el metabolismo de
algunos amino&cidos. Junto con lo anterior, la conversion de tetraiodotironina a
triodotironina en los tejidos, principalmente en higado, es un proceso catalizado por una
enzima selenodependiente, la 5-deiodinasa (Ullrey, 1992).

La actividad de la GSH-px en los eritrocitos tiene una relaciéon positiva con la
concentracion de selenio sanguineo en los vacunos, ovejas y equinos; siendo por lo tanto de
ayuda la determinacion de esta enzima para el diagnéstico de |a deficiencia de este mineral
(Blood y Radostits, 1992).

El selenio y la vitamina E funcionan juntos para proteger y estabilizar membranas
celulares, incluyendo membranas de células musculares. Una inadecuada actividad
antiperoxidica causa incremento del peroxido tisular, ateracidn en el metabolismo celular y
destruccion de lacélula (Dill y Redhun, 1985).

Lavitamina E es un antioxidante liposoluble, la cudl no es sintetizada por el cuerpo
Sino que debe ser gportada por el alimento, en cambio e selenio forma parte de la enzima
GSH-px, lacudl es hidrosoluble y producida por el mismo organismo. La vitamina E actla
en la prevencién de la peroxidacion convirtiendo el radical libre en hidroperéxido y la
GSH-px dependiente del selenio, es la responsable de la detoxificacion de este
hidroperdxido (Surai, 2003).

La absorcion de selenio en animales monogastricos se lleva a cabo principamente
en el yeyuno. El selenio en forma de seleniometionina se absorbe mediante un mecanismo
de transporte activo, lo cua ha sido demostrado en estudios reaizados en intestino delgado
de hamster (Wright y Bell, 1966). De igual forma, estos mismos autores determinaron que
la selenocisteina y el selenito se absorben por difusion pasiva, mientras que € selenato es
absorbido mediante transporte activo por labomba Na+K+AT Pasa.

Después de ser absorbido, € Se se une a proteinas transportadoras para ser llevado
al higado, siendo la abumina la principa proteina transportadora, lighndose a ella un 80%
de la cantidad de Se administrado. Para lograr una adecuada absorcion y transporte de este
mineral, se requiere una concentracion sanguinea que oscile entre 0.47 y 1.4 umol/l (Stowe
y Herdt, 1992).

Luego de ser llevado a higado, ligado a abuminas y volver a la circulacion
sanguinea, € selenio es distribuido para amacenarse principalmente en tejidos de
composicion proteica (Krishnamurti y col., 1989). Previa incorporacion del mineral a los
diferentes tejidos donde ejerce su accion, e Se es reducido a selenido e incorporado a
selenocisteina, aminoacido que forma parte de la estructura de la enzima GSH-px (Gerloff,
1992). La excrecion de selenio se realiza por las vias feca, urinaria, biliar, salival,
pulmonar y lactea (Krishnamurti y col., 1989).



Generalmente el diagndstico de la deficiencia de selenio se hace en base a hallazgos
clinicopatologicos y por la respuesta d tratamiento con selenio-vitamina E (Blood y
Radostits, 1992), pero también es posible hacer una buena estimacion a través de la
determinacion de GSH-px eritrocitica (Mayliny col., 1980).

3.2. Glutatioén Peroxidasa.

La GSH-px es una metaloenzima que forma parte del sistema glutation, sefialado
este como el principal sistema antioxidante en el organismo. La enzima tiene un peso
molecular gproximado de 80.000 Daltons, esta conformada por cuatro subunidades y
contiene cuatro atomos gramo de selenio por cada mol de enzima. La GSH-px esta
contenida en el interior de los globulos rojos, a los que se incorpora sblo durante la
eritropoyesis (Oh 'y col., 1974) y contiene el 75% del selenio sanguineo.

La medicién de la actividad de la enzima antioxidante GSH-px, es Util para
determinar la deficiencia de selenio, ya que esta enzima esta estrechamente relacionada (r =
0,94) con los niveles séricos de selenio (Maylin y col., 1980), aumentando su actividad
enzimatica en la sangre no antes de 4-6 semanas después de la administracion de selenio
(Blood y Radostits, 1992).

La GSH-px tiene un rol protector a nivel de las membranas celulares, donde
destruye los peroxidos, superoxidos y radicales hidroxilicos. La deficiencia de selenio y
vitamina E permite la acumulacion y accion de estas sustancias, llevando a la destruccién
de la membrana celular, proceso al cua las células del musculo esquelético estan
particularmente expuestas. Los peroxidos libres, superoxidos y radicales hidroxilicos,
causan lipoperoxidacion de la membrana celular a reaccionar con &cidos grasos no
saturados, lo cual lleva a la produccién de hidroperoxidos (McMurray y Rice, 1982). Si
estos peroxidos no son removidos o inactivados, fragmentan las membranas celulares y
producen la liberacion de enzimas lisosomales, las que a su vez producen destruccion
celular (Moorey Kohn, 1991).

Por otra parte, la GSH-px interviene en la cascada de reacciones que catalizan la
formacién de prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas y tromboxanos a partir del &cido
araguiddnico (Ceballos y cal., 1996) y también se relaciona con el normal funcionamiento
del sistema inmunolégico y con la integridad funcional del tracto reproductivo tanto en
machos como en hembras (Lépez Alonzo y col., 1997).

La concentracion sanguinea de GSH-px tiene un amplio rango de referencia, es asi
como Blood y Radostits (1992), consideran en el ganado bovino concentraciones menores
a 30 mU /mg Hb como deficientes; margina entre 30-60 mU/mg Hb y adecuadas s son
mayores a 60 mU/mg Hb. Por otra parte, en el Laboratorio de Patologia Clinica de la
Universidad Austrd de Chile, los valores de referencia para el equino van de un minimo de
130 U/g Hb a un méximo de 600 U/g Hb.



Seguin Capley cal. (1978), no todos los potrillos con disminucién de la actividad de
la GSH-px desarrollan signos de aguna enfermedad asociada a la deficiencia de selenio, lo
gue hace maés dificil el diagndstico de los cuadros deficitarios, ya que algunos de ellos
tienen unapresentacion subclinica

3.3. Esteatosis.

La esteatosis es una enfermedad de origen nutricional, y obedece principalmente a una
deficiencia de selenio y vitamina E (a-tocoferol) (Dood y col., 1960; Owen y col., 1977,
Mayliny col., 1980; Beech, 1988; Osamey col., 1989; Freestone y Carlson, 1991; Moore 'y
Kohn, 1991). El curso de la enfermedad puede ser agudo, subagudo o en forma insidiosa
(Moorey Kohn, 1991).

El término esteatosis, también conocido como estedtitis 0 enfermedad de la grasa
amarilla, es derivado de una decoloracion amarillenta producida en €l tejido adiposo, a
consecuencia de una degeneracion del mismo y el cudl es reemplazado por tejido conectivo
con depdsitos de cacio (Wintzer, 1986). La oxidacién del tgido graso conlleva a la
produccién de peroxidos, los cuales producen necrosis acompafiada de la subsecuente
inflamacién (White, 1993).

La esteatoss como enfermedad clinica espontanea se ha descrito en caballos
(Hartley y Dood, 1957; Wensvoort y Steenbergen-Botterweg, 1975), cerdos (Vitovecy col.,
1975), gatos (Jubb y Kennedy, 1970; Smith y col., 1972; Munson y col., 1958), coneos
(Jones y cal., 1969) y hurones ( Jubb y Kennedy, 1970; Smith y col., 1972). En Chile ha
sido descritaen caballos por Arayay Vits (1998) y Arayay col.(2004).

La afeccion puede estar asociada con la [lamada enfermedad del musculo blanco,
conocida también como miodegeneracién nutricional, miopatia nutricional o
miodegeneracion distréfica (Moore y Kohn, 1991; Ceballos y col., 1996). La enfermedad
raramente afecta animales adultos, siendo més comdn su presentacion en potrillos en
especial los dos primeros meses de vida (Beech, 1988). Sin embargo, Ceballosy col (1996),
informan de enfermedad de |la grasa amarilla en un cabalo de 18 meses y Taylor y col
(1988) reportan un caso en un pony de 5 afos.

La esteatosis en los potrillos se puede presentar como una caquexia generalizada
consecuente a la afeccion solamente de la grasa o secundaria a una miopatia (Hartley y
Dood, 1957; Kroneman y Wensvoort, 1968). Los principaes signos clinicos son: edema
ventra, dificultad en e desplazamiento, decubito permanente y muerte repentina (Beech,
1988; Osame y col., 1989). Un signo importante lo constituye la aparicion de aumentos de
volumen, de tamafio y forma variable, en la region cérvico dorsal, lo cud impide que el
animal pueda realizar los movimientos propios de la nuca y e cuello (Beech, 1988;
Freestone y Carlson, 1991; Moore y Kohn, 1991; Araya, 2003). También se pueden
observar problemas respiratorios y disfagia, la cudl puede llevar aneumonia por



aspiracion. Los potrillos mayores presentan letargia repentina, rigidez al caminar, con
decubito y muerte por edema pulmonar y fadla cardiaca. Puede observarse aumentos de
volumen subcutaneo, firmes y dolorosos, especialmente sobre grupa, cresta nuca y pared
abdominal. En caballos adultos se ha observado cdlico, edemade lacabezay cuello, rigidez
muscular, falla cardiacay mioglobinuria (Owen y col., 1977). También se ha reportado que
la enfermedad curse sin la presentacion de signos clinicos (Wilson y col., 1976; Moore y
Khon, 1991), y solo se gorecia mal rendimiento al ejercicio y en algunos casos, leve
incoordinacion post gercicio.

En esta enfermedad hay un aumento de la actividad de aspartato aminotransferasa 'y
creatino fosfokinasa sérica (Wilson y col., 1976; Owen y col, 1977; Wintzer, 1986; Beech,
1988; Osame y col., 1989; Contreras y col., 1991; Moore y Kohn, 1991), pero no puede
tomarse este resultado como definitivo de la presencia de esteatosis, pues hay estados
fisiolégicos o patolégicos diferentes que de igual manera pueden aterar la actividad de
estas enzimas (Godeau, 1992; Grimminger-Heigl, 1993). Por estarazdn, se sefiala que sblo
es de ayuda para establecer el diagnostico la medicion de la actividad sérica de estas
enzimas (Ceballosy col., 1996).

Al examen post mortem se ha observado necrosis difusa de los adipositos, con
depdsito minera en la grasa. Las areas afectadas se encuentran rodeadas de macrofagos con
abundantes vacuolas en € citoplasma. El citoplasma de macréfagos y adipositos
degenerados se tifien de un color amarillo castafio a la tincion de hematoxilina eosina
(Foreman y col., 1986). También ocurre dafio a nivel de los adipositos mesentéricos, por lo
tanto la muerte se puede explicar como una progresiva caguexia dado la mala absorcién
causado por la inhabilidad del intestino de funcionar normalmente (Hartley y Dood, 1957,
Dood y col., 1960; Platt y Whitwell, 1971). En algunos casos se puede presentar una
anemianormocromica (Wintzer, 1986), como también lallamada necrosis de Zenker de la
lengua ( Cebalosy col., 1996).

Histologicamente en la esteatosis, € tejido adiposo afectado se caracteriza por
depdsitos intersticiales de pigmentos ceroides, originados de la peroxidacion lipidica,
condicion que da € aspecto amarillento anaranjado de la grasa. Las células inflamatorias
infiltradas consisten en neutréfilos y macréfagos que ingieren los pigmentos. También
estan presentes linfocitos, células plasmaticas y células gigantes, acompafiado de fibrosis
(White, 1993).

El diagnostico definitivo de deficiencia de selenio se establece determinando la

actividad de GSH-px eritrocitica (Foreman y col., 1986), ya que como se ha dicho, existe
una correlacion positivaentre la actividad de ellay los niveles sanguineos de selenio.

3.4. Enfermedad del mUsculo blanco.

La enfermedad del musculo blanco o miodegeneracion nutricional ha sido reportada
en varias especies de animales, tales como aves (Gill y col., 1980), bovinos (Hoshino y col.,



1989; Kursa, 1975), caballos (Lofstedt, 1997) y ovejas (Osame y col, 1990). Esta
alteracion, al igual que la esteatosis, ocurre por unainadecuada dieta de selenio y vitamina
E; describiéndose una cierta estacionalidad de la enfermedad, con mayor incidencia en los
meses de concentracion de los partos (Dill y Redhun, 1985). Segin Dood (1972), afecta a
los potrillos desde el nacimiento hasta gproximadamente los 7 meses de edad. Sin embargo,
existen animales selenio deficientes que no presentan signos clinicos, lo que indica que se
requieren también otros factores para la presentacion de la enfermedad, tales como:
crecimiento excesivo, estrés, gercicio desacostumbrado, deficiencia de vitamina E y dietas
ricas en &cidos grasos poliinsaturados (L of stedt, 1997).

La miodegeneracion nutricional cursa con una disfuncién muscular, siendo los
muUsculos mayormente afectados los de los miembros, intercostales, cervicales, diafragma,
miocardio y lengua (Dill y Redhun, 1985).

El diagndstico de esta miodegeneracion en herbivoros esta basado en los hallazgos
clinicos, resultados de laboratorio, hallazgos patologicos y respuesta a la terapia con
vitamina E y selenio (Owen y col., 1977).

Los signos clinicos mas relevantes son los musculares, con imposibilidad de los
animales de mantenerse de pie, rigidez muscular; disfagia en algunos casos, en que los
potrillos después de mamar tienen regurgitacion nasal u oral de laleche. El aumento de la
frecuenciarespiratoriay de lacardiaca ocurre en lamayoria de los casos (mayor a 80 Lat.
/min.) (Dill y Redhun, 1985).

Microscopicamente, se observan lesiones inflamatorias en el musculo esquelético,
fragmentacion de la fibra muscular, marcada degeneracion hialinay granular en la mayoria
de las fibras. En algunos casos también se puede encontrar mineralizacion en la fibra
muscular degenerada (Wilsony col., 1976).

Los radicales libres gercen su accidén patdgena dafiando la integridad de las
membranas celulares, puesto que se fijan aun carbono de la cadena aquilo (CH3-(CH2)n-)
de un &cido graso, iniciando la peroxidacion lipidica. Los écidos grasos poliinsaturados se
fragmentan debido a carbono que se ha transformado en radica libre, con lo cud las
estructuras fosfolipidicas de las membranas se desorganizan y destruyen (Lopez Alonso y
col., 1997).

Se ha demostrado el incremento de la peroxidacion lipidica en el musculo antes 'y
después del desarrollo de lesiones visibles en la distrofia muscular enzodtica en terneros, 1o
cual confirma que ladestruccién de las células musculares debido a la peroxidacion lipidica
eslaprincipal causade estamiopatia (Lofstedt, 1997).

Al examen postmortem, sSe encuentran zonas necriticas que confirman la
degeneracion muscular, la cuél es demostrada por decoloracion palida de la fibra muscul ar,
calcificaciones longitudinales y edema intramuscular. Estas lineas blancas corresponden a
necrosi s de coagulacion de la banda muscular. También es comun encontrar infiltracién con
macrofagos y células mononucleares (Dill y Redhun, 1985). Seguiin estos mismos autores,



como consecuencia del dafio muscular es comun encontrar mioglobinuria en € andlisis
urinario y ocasionalmente, se presenta necrosis tubular producto del efecto téxico de la
mioglobina sobre las células epiteliales renales.

El diagnostico definitivo, a igua que la esteatosis, se establece determinando la
actividad de GSH-px eritrocitica, siendo de gran ayudala evidencia de los signos clinicosy
de menor importancia la evaluacion en la actividad sanguinea de enzimas, tales como CK,
AST y LDH. Otros hallazgos de laboratorio incluyen anormalidades como mioglobinuria,
hiperkalemia, hiponatremia e hipocloremia (Hodson, 1998).

3.5. Tratamiento.

La prevencion y e tratamiento de la deficiencia de selenio se realiza mediante la
suplementacion de selenio, existiendo en € mercado una diversidad de aternativas, entre
las cuales se cuentan: bloques de sal y polvos gue incluyen selenio organico o inorganico,
fertilizacion de las praderas con selenio (Hintz, 1999), inyecciones de selenito de sodio
(Dill y Redhun, 1985) y selenato de bario (Witchel y col., 1998; Urzla, 2001; Arayay col.,
2004). Las concentraciones de selenio en el neonato dependen de los niveles maternos
durante la gestacion. De la misma manera el traspaso de selenio en el calostro y laleche no
son suficientes para prevenir la miodegeneracion, es por ello que a nacimiento debe haber
una concentracion suficiente de Se, dado por una adecuada suplementacion a la madre
durante la gestacion (Lofstedt, 1997).

Existen principa mente tres estrategias de suplementacion con Se:

- A las madres durante € Ultimo tercio de gestacion via oral, ya que es més eficaz la
transferencia de selenio hacia e feto, utilizando selenioaminoacidos
(metionina/cisteina), en comparacion con el uso de compuestos inorganicos (Dill y
Redhun, 1985).

- A las madres durante el Ultimo tercio de prefiez via parenteral, describiéndose
distintos protocolos parala administracion de selenito de sodio (L ofstedt, 1997).

- A los potrillos recién nacidos via parenteral usando también selenito de sodio
(Lofstedt, 1997).

Mientras que el selenio puede ser utilizado como selenito de sodio, algunos reportes
indican que laretencidn de selenio de fuentes naturales es mayor (Cole, 1994), y también la
forma organica de selenio hallada en selenio levadura es mas disponible bioldgicamente y
tiene niveles més atos de bioactividad que los componentes inorganicos de selenio
(Coombsy Coombs, 1986).

Por otra parte, las inyecciones de selenito de sodio son irritantes, y debido a que
deben repartirse en dos 0 més puntos de aplicacion, observandose en ocasiones reacciones
inflamatorias locales y/o sistémicas, asi como también shock anafilactico (Moore y Kohn,



1991). Por esta razon parece interesante determinar la efectividad del empleo por via ora
de selenoaminoacidos en caballos selenio deficientes.

3.6. Hipotess.

La suplementacion oral de seleniometionina/seleniocisteina en cabalos selenio
deficientes, logra incrementar y mantener la actividad de GSH-Px eritrocitica dentro del
rango de referencia, a menos por 90 dias.

3.7. Objetivos

Evaluar por un periodo de 90 dias € incremento de la actividad de GSH-px
eritrocitica en caballos selenio deficientes, suplementados con un producto comercia en
base a sales de seleniometionina/ seleniocisteina por un periodo de 15y 30 dias.
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4. MATERIAL Y METODOS

41. Material

De dos criaderos de caballos Criollo chileno, con antecedentes previos de
deficiencia de selenio, se selecciond 21 caballos selenio deficientes, condicion manifestada
por una baga actividad de GSH-px eritrocitica a examen de sangre. Los animales
pertenecian a ambos sexos, con edades de entre tres y veinte afos.

Ambos criaderos se ubican en la region de Los Lagos (X), uno en la comuna de
Osorno, 20 km. en direccién noroeste de la ciudad, y el otro ubicado en la comuna de San
Pablo, 22 km. en direccién noreste de la ciudad de Osorno.

Los animales se asignaron en 3 grupos de 7 caballos cada uno, seguin la actividad de
GSH-px eritrocitica. El grupo | recibié suplementacidn con selenio por un lapso de 15 dias.
El grupo Il recibié suplementacion con selenio por un lapso de 30, y el grupo Il
permanecid como control sin recibir ninglin tipo de tratamiento.

El producto utilizado fue Selplex 50®, el cud contiene 1000ppm de
selenioproteinas (50% seleniocisteina y 50% seleniometioninag). Para la aplicacion del
producto, este se disolvié en 20 ml de aguay se administré con una jeringa de dosificacion
oral.

O Seplex 50, Laboratorio Alltech, Chile.
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42. Métodos

Una vez determinados los grupos de suplementacion, se comenzo el tratamiento (dia
0) en los diferentes grupos de la siguiente manera:

El grupo | recibio suplementacidn con seleniometionina/cisteina (4 g/caballo/dia de
Selplex) por un periodo de 15 dias.

El grupo |1 recibio suplementacion con sel eniometionina/cisteina (4 g/caballo/diade
Selplex) por un periodo de 30 dias.

El grupo 111 se empled como control y no recibié ningun tipo de suplementacion.

'|;. i\l.

Todos los caballos fueron mantenidos a pastoreo directo, en praderas naturales, alo
largo de toda la experiencia

Se tomaron muestras de sangre heparinizada de cada caballo mediante venopuncién
yugular al inicio de la experiencia (dia 0), y luego, a los treinta, sesenta y noventa dias de
iniciado €l tratamiento. Las muestras fueron llevadas d laboratorio de Patologia Clinica de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Austral de Chile inmediatamente
posterior a su recoleccion, en un envase refrigerado.

La actividad de GSH-px eritrocitica se determind mediante una técnica cinética
NADH-dependiente (Plagiay Valentine, 1967) usando un reactivo comercia. Los anélisis
de hemoglobina se realizaron en un fotébmetro semiautoméatico Hitachi 4020 con una
longitud de ondade 546 namdmetros.
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42.1. Método estadistico

L os datos fueron ordenados en base atablas y graficos. Los resultados obtenidos en
cada tratamiento fueron expresados como medias aritméticas y sus desviaciones estandares.
Las variables fueron evaluadas para su normalidad mediante e test de Kolmogorov-
Smirnov. La homocedasticidad de las varianzas fue determinada mediante € test de
Levene. Dependiendo de los resultados obtenidos se realiz6 andlisis de varianza (ANOV A)
de una via y los tests de comparacion multiple correspondientes. Se utilizd el programa
estadistico SPSS 8.0.
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5.RESULTADOS

Los hallazgos encontrados en el Grupo |, en relacion a la abrupta caida observada
en la actividad de la enzima GSH-px desde el dia O hagta € dia treinta de iniciado el
tratamiento, los cuales fueron atribuidos a que en este grupo existian tres yeguas gestantes,
hace que no sea posible comparar este grupo con los otros grupos, por lo tanto no es
posible realizar un andlisis estadistico entre este grupo y los demés grupos. Por lo tanto, las
comparaciones se haran solo entre el Grupo Il referente a Control, efectudndose sblo una
comparacion entre los grupos d inicio de la experiencia

5.1 Determinacion de laactividad de GSH-px

Al inicio de la experiencia (dia 0), se observd que no existian diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) en relaciéon a la actividad de la enzima GSH-px
entre los diferentes grupos. (Fig 1)

La actividad eritrocitica de GSH-px del Grupo | disminuyé a los treinta dias post
tratamiento, observandose diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con
referencia a los valores obtenidos el dia O del mismo grupo. A los sesenta dias post
tratamiento, en este grupo existié un leve aumento de la actividad de GSH-px, pero sin ser
este significativo dentro del grupo (Figl). A los 90 dias, la actividad de la GSH-px se
mantuvo en el Grupo | en relacién alos 30 y 60 dias.

A los treinta dias post tratamiento, la actividad eritrocitica de GSH-px del Grupo ||
se mantuvo en el mismo rango de deficiencia que a inicio de la experiencia (dia 0),
existiendo un aumento de la actividad sérica de GSH-px a los 60 dias en este grupo, no
observandose diferencias significativas dentro del grupo, ni tampoco con respecto al Grupo
Control. A los noventa dias de iniciado €l tratamiento, la actividad de GSH-px disminuyé
en relacion al nivel de actividad alcanzado a los sesenta dias, no observandose diferencias
significativas en el grupo, ni tampoco entre este grupo y el Control.

En el grupo Control, si bien es cierto se evidencié un leve incremento en la
actividad de la GSH-px, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre los vaores iniciales (dia 0) y los obtenidos a los treinta, sesenta y noventa
dias en relacion a la actividad de la enzima, como tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativa entre los diferentes muestreos a lo largo de toda la
experiencia.
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Fig 1. Actividad promedio de GSH-px eritrocitica en caballos Criollo chileno y diferencias
entre grupos tratados y grupo control a inicio de la experiencia, a los treinta, sesenta,

noventa dias post tratamiento.

* L etras diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas entre grupos (p<0,05)

Tabla 1. Vaores promedio *+ d.e. en la actividad de GSH-px en caballos Criollo chileno
dentro de cada grupo para cada muestreo.

94 + 26,4 45+41.1 55,7+ 37,2 54 + 20,6

87,4+343 | 86,2+789 | 157+72,8 113,1+97,7

1034 +22.2| 100+18,6 110+14,5 113,7+155




6. DISCUSION

La abrupta caida observada en la actividad de la enzima GSH-px desde € dia O
hasta el dia treinta de iniciado el tratamiento en el grupo | (luego de la dosificacion con
selenio organico por 15 dias (seleniometionina/selenicisteind) fue algo inesperado. Este
hecho se podria atribuir a que en este grupo se incluyeron involuntariamente dos yeguas
con gestacion avanzaday unalactante, 1o cual se debid aque a seleccionar los animales no
se rediz6 un examen de gestacion en los animales. En cambio los animales del Grupo 11 y
Il (Control) solamente incluia caballos jovenes (3-5 afios) y yeguas no gestantes y no
lactantes. La disminucién en la actividad de la GSH-px en los caballos del Grupo |, se
podria deber a que en este grupo se habria producido un traspaso de selenio hacia los fetos
(Dill y Redhun, 1985), ademas de una pérdida de este por excrecion a través de la leche
(Krishnamurti y col.,1989); produciéndose asi la disminucion de la actividad sérica de
GSH-px, lo que hace que este grupo no sea comparable con el Grupo |1 y tampoco con €l
Grupo Control.

Si bien alos treinta dias, la actividad de GSH-px se estabilizaen e Grupo | y tiene
un leve aumento hasta arededor de los sesenta dias, sin embargo, los valores no logran
llegar a rango minimo de actividad (130 U/g Hb), lo que concuerda con los resultados
obtenidos por Pherson y coal., (1999), en el que se comparé el uso de selenio levadura
(Selplex-50) con selenito de sodio en dosis de 110 g/animal/dia durante 120 dias de cada
producto en vacas Hereford de crianza, con el objeto de observar |la diferencia en la
eliminacion de selenio através de laleche, observandose que la suplementacidn con selenio
levadura, logré concentraciones mayores de selenio en la leche que a ser suplementadas
con selenio inorganico. Este hecho concuerday explicalo ocurrido en el Grupo I, ya que la
dosis utilizada en el estudio anteriormente mencionado es de 110 g/vacaldia por 120 dias,
para producir un aumento en la actividad de la GSH-px en la madre, como también en el
ternero a través de la leche. Entonces podemos concluir que la dosis y los tiempos de
dosificacion utilizada en este trabgjo no habrian sido suficientes para lograr producir un
aumento de la actividad de la GSH-px hasta niveles minimos en yeguas lactantes.

En el Grupo Il d contrario, no se produjo ninglin cambio dentro de los primeros
treinta dias de iniciado el tratamiento, lo cudl concuerda con lo encontrado por Stowe y
Herdt (1992), quienes sostienen que e aumento de la actividad de la enzima GSH-px solo
se manifiesta después de 4-6 semanas de iniciado la dosificacién de selenio. EI aumento de
laactividad enzimatica de GSH-px, el cudl comienza posterior alostreintadias, Ilegando a
su maximo a los sesenta dias de iniciado el tratamiento, se debe probablemente a la
renovacion de eritrocitos, los cuaes ya han incorporado selenio durante la eritropoyesis
(Ishii y cal., 2002). Ademas, con al transcurrir de los dias, aumenta alin mas el niUmero de
eritrocitos que han incorporado selenio (Moore y Kohn, 1991), lo que explicaria el aumento
progresivo de la actividad de la enzimahasta arededor de los sesenta dias.
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Ladisminucién de laactividad de laGSH-px que se observo alos 90 dias en
relacion a muestreo previo, se explicaria porque el tiempo de dosificacion fue muy corto
(30 dias), en comparacion con € trabgjo realizado por Pherson y col. (1999), en que el
periodo de dosificacion fue de 4 meses para el mismo producto.

El Grupo Control no experimentd variaciones en la actividad de GSH-px, existiendo
un leve aumento hacia los noventadias, condicion que se explicaria por la época del afio en
gue se redizo €l trabgjo (primavera); en lacua segiin Rioseco (2001), laactividad de GSH-
px eritrocitica aumenta en caballos.

6.1 Conclusiones

- La administracion oral de selenio organico (seleniometionina/sel eniocisteina) a una
dosis diaria de 4 g/caballo/dia por 30 dias, incrementa y mantiene la actividad de GSH-px
eritrocitica sobre valores minimos de referencia por d menos 60 dias en caballos Criollo
chileno selenio deficientes.

Seria interesante ver la factibilidad de realizar otros trabgjos tendientes a comparar
el efecto de la suplementacién con este tipo de productos en yeguas en distintos estados
fisiolégicos desde el punto de vista reproductivo, como asi también comparar € efecto en
yeguas secas 'y lactantes.
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8. ANEXQOS

Anexo 1. Variacion individua en la actividad de GSH-px eritrocitica en los caballos
tratados con Selplex 50 durante 15 dias.

Ndamero Sexo 0 dias 30 dias 60 dias 90 dias |Estado
Animal (U/g Hb) (U/g Hb) (U/g Hb) (U/g Hb) |[fisiologico
luzma H 113 38 44 57 prefiada
diablura H 126 19 31 63 prefiada
pretencioso M 104 33 46 58
facundo M 46 37 44 54
leuca H 75 133 136 17
consentido M 96 57 62 85
baranda H 98 21 27 44 prefiada
Media / 94,0 48,3 55,7 54,0
d.e / 26,4 39,4 37,2 20,6

Anexo 2. Variacion individua en la actividad de GSH-px eritrocitica en los caballos
tratados con Selplex 50 durante 30 dias.

NUmero Sexo 0 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Animal (U/g Hb) (U/g Hb) (U/g Hb) (U/g Hb)
Luzm/capuc. M 111 141 180 167
Capucha H 92 204 240 221
Rinconera H 99 30 12 23
Estaquilla H 61 17 135 9
Diabl/desp M 22 14 144 3
Duela H 117 40 195 158
Dobla H 110 158 193 211
Media / 87,4 86,3 157,0 113,1
d.e / 34,3 78,9 72,8 97,7




Anexo 3. . Variacion individual en la actividad de GSH-px eritrocitica en los caballos

del grupo control.

NUmero Sexo 0 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Animal (U/g Hb) (U/g Hb) (U/g Hb) (U/g Hb)
chicotera H 89 91 112 120
caleuche M 117 103 128 123
doblona H 111 92 109 119
lucero M 129 120 123 121
estrellero M 110 122 97 110
respingona H 61 68 86 80
flor H 107 104 115 123
Media / 103,4 100,0 110,0 113,7
d.e / 22,2 18,6 14,5 15,5
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