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Resumen: Con el objetivo de evaluar el efecto de la suplementacion con dos fuentes
de selenio en las concentraciones de selenio en calostro y sangre de vacas y de sus crias
se suplementé un mes previo a la fecha estimada de parto a un grupo de 13 vacas (Se-
levadura) con una fuente orgénica de selenio (3 mg/ vaca/dfa p.o), a otro grupo de 15
vacas (Se-bario) con selenato de bario (1 mg Se/kg peso via SC, dosis tinica), y a otro
grupo de 15 vacas permanecid sin suplemento (Control). No se encontraron diferencias
en las concentraciones sanguineas de Se en las madres y en las crfas al momento del
parto (P > 0,05) y tampoco en las concentraciones de Se en calostro (P > 0,05).
Ademis se observé un incremento (P < 0,05) de la actividad sanguinea de la enzima
glutatién peroxidasa en las vacas suplementadas con levadura selenizada (307 + 21 U/
g Hb) y con selenato bario (320 £25 U/g Hb) respecto de las controles (221 +14 U/
g Hb), situacién similar fue observada en las crias nacidas de estas vacas. Se concluye
que la suplementacién con Se-levadura o con Se-bario, en la forma empleada en este
experimento, no modifican las concentraciones de selenio en sangre de las madres y sus
crias asi como en el calostro.

Palabras clave: selenio, calostro, sangre.

Abstract: In order to evaluate the effect of supplementation with two sources of
selenium (Se) in blood and colostrum Se concentration in cows and their offspring,
fourty three Holstein pregnant cows were used. Cows were randomly divided into
three groups, and thirteen cows were supplemented one month before parturition with
an organic source of Se (3 mg/cow/day p.o) (Se-yeast), another group of 15 cows
was supplemented with a single dose of barium selenate (1 mg Se/kg LW SC) (Se-
barium) and a third group of 15 cows remained un-supplemented (Control). Blood
and colostrum Se concentrations of cows at calving and their offspring were similar
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between groups (P > 0.05). However, blood activity of glutathione peroxidase increased
in cows supplemented with Se-yeast (307 + 21 U/g Hb) and Se-barium (320 +25 U/
g Hb) compared to the control group (221 +14 U/g Hb) (P < 0.05). Similar findings
are observed in the offspring. It is concluded that prepartum supplementation with Se
as Se-yeast or Se-barium as used in this experiment does not alter blood and colostrum
selenium concentrations in cows and their calves.

Keywords: selenium, colostrum, blood.

INTRODUCCION

El elemento selenio es parte de los elementos fundamentales para la vida,
donde la carencia acarrea problemas en la salud de los rumiantes, siendo
la principal entidad asociada la enfermedad del musculo blanco (Lépez y
col 1997), y otras menos especificas como debilidad neonatal, retenciéon
de placenta, abortos, degeneracion testicular, inmunosupresién y mastitis
(Ceballos y Wittwer 1996). Por lo anterior, el Se ha sido materia de
investigacion en aspectos de nutricién animal.

El requerimiento nutricional de Se varfa segin la forma en que es
ingerido, el criterio de adecuacién que se emplee y la composicion de la
dieta (Underwood y Suttle 1999). Desde el punto de vista metabélico por
medio del consumo en la dieta del elemento los rumiantes absorben el
Se menos eficientemente y en forma mds variable que los monogastricos
(NRC 1983), debido a que una porcién del selenito es reducido a formas
insolubles por microorganismos en el rumen (Rasmussen y James 1994).
Es por ello que se han desarrollado estrategias de suplementacién basadas
en productos inyectables (i.¢ selenito de sodio, selenato de bario), los que
obvian el problema de la metabolizacién a nivel ruminal, y productos
a base de selenio orgénico (incorporado en levaduras como selenio-
metionina principalmente), estos son absorbidos mas eficientemente que
las formas inorgénicas. El Se es incorporado en los diferentes tejidos del
organismo, en especial en la fraccidn proteica de los mismos. La excrecién
ocurre principalmente mediante la materia fecal, orina y leche (Ceballos
y Wittwer 1996).

Igual que en la sangre y otros tejidos, la concentracién de Se en la leche
es afectada por su concentracién en la dieta (Moeini y col 2009, Ceballos
y col 2009). Es asi que la concentracién de Se en la leche de vaca varia
segun el consumo del mineral por parte del animal, aumentando cuando
los animales son suplementados, encontrando incrementos en 0,16 umol/
| en leche posterior a suplementaciones orales con Se (Ceballos y col
2009). La transferencia de Se desde el plasma a la leche se realiza por un
proceso de biorreduccién, uniéndose a la fraccién proteica de la leche,
especialmente la caseina y en parte al suero y la grasa (Conrad y Moxon
1979).

El desarrollo y el crecimiento adecuado de fetos y terneros recién
nacidos requieren de una adecuada transferencia de nutrientes por la
placenta y la glandula mamaria. Es un hecho conocido que existen
estrechas relaciones entre las concentraciones de Se en la sangre
de terneros y sus madres al nacimiento (Kinkaid y Hodgson 1989,
Abdelrahman y Kinkaid 1993). No obstante, en relacién con la
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transferencia de Se al ternero existen divergencias, ya que algunos autores
indican que es mas eficiente por medio de la leche que transplacentaria
(Underwood y Suttle 1999), mientras que otros sugieren que la via
transplacentaria es mas importante (Enjalbert y col 1999). En relacién
con el metabolismo fetal del Se, estudios han determinado que las
concentraciones de Se en el higado incrementan entre los 120 y los 220
dias de gestacidn, para luego decaer entre los dias 221y 270. Por lo demas,
las concentraciones de Se sérico de vacas prenadas decaen durante los
tltimos 60 dias de gestacién (Abdelrahman y Kinkaid 1993).

Basado en lo anterior se propuso como objetivo de este trabajo evaluar
el efecto de la suplementacién un mes antes de la fecha esperada de parto
con selenio orgd- nico via oral o con selenato de bario via parenteral
en las concentraciones de selenio en sangre y calostro de vacas lecheras
mantenidas a pastoreo y en la sangre de sus crias y ademads en la actividad
de la enzima glutatién peroxidasa (GPx) en sangre de crias y madres.

MATERIAL Y METODOS
ANIMALES

El estudio se realizé entre la época de invierno y primavera en el centro
experimental Santa Rosa de la Universidad Austral de Chile (UACh),
comuna de Valdivia, Chile (39° 38’ LS, 73° 5’ LO). Se utilizaron 43 vacas
de la raza Frisén Negro, clinicamente sanas al momento de realizar la
exploracién clinicay con una edad gestacional entre los 7-8 meses al inicio
del ensayo.

GRUPOS EXPERIMENTALES

Las vacas fueron distribuidas en tres grupos experimentales designados
como grupo Se-levadura (n = 13), grupo Se-bario (n = 15) y Control (n =
15). El disefio correspondié a bloques completos al azar, donde el criterio
de bloqueo fue segun la fecha probable de parto. Desde un mes previo a
la fecha estimada de parto y hasta el parto las vacas del grupo Se-levadura
fueron suplementadas diariamente por via oral con una fuente orgénica de
selenio (i.e levadura selenizada V). Cada vaca tuvo un consumo estimado
de 3 mg/vaca/dia, suministrados en forma de pellets de afrecho de trigo.
Las vacas del grupo Se-bario recibieron un mes antes de la fecha estimada
de parto una tnica dosis de selenato de bario 2] (BaSeO4) en suspension
como producto de liberacién lenta via SC, la dosis fue de 1 mg Se/kg peso.
El grupo control se mantuvo sin ningan tipo de suplementacién con Se,
excepto lo recibido en la dieta base.

DIETA

El manejo general de estos animales se hizo en patio de alimentacién
donde se les suministré ensilaje de pradera (12 kg/vaca/dfa, Se = 0,05
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ppm) y heno de pradera (15 kg/vaca/dia, Se = 0,04 ppm) distribuidas
en dos raciones al dia, ademds se le adiciond en el ensilaje 150 gr/vaca/
dia de una mezcla mineral comercial preparto ! (Se = 20 ppm). El
ensilaje de pradera fue producido en el mismo predio en noviembre del
afio inmediatamente anterior, igual que el heno de pradera que también
fue producido en el predio en enero del afio que se realizé el estudio.

El consumo total de Se fue de 3,6 mg/dia (0,23 mg/kg/ dia) para los
grupos Se-bario y Control, mientras que para el grupo Se-levadura fue de
6,6 mg/dia (0,42 mg/kg/dia).

A cada cria nacida se le suministré 4 litros de calostro (ordefiado desde
su madre), por via oral, mediante el uso de un biberén. El tiempo de
administracién fue dentro de las primeras 4 horas de nacido.

MUESTRAS

Se obtuvieron muestras de sangre tanto de las vacas como de sus crias. Las
muestras de sangre (5 mL) fueron obtenidas por venopuncién coccigea
ventral en las vacas y yugular en los terneros. El sitio de obtencién de
muestras elegido fue de acuerdo con las facilidades de manejo de los
animales. Las muestras fueron depositadas en tubos con heparina. La
primera muestra fue obtenida previo ala suplementacion, un mes antes de
la fecha estimada de parto. En las vacas, el segundo muestreo fue realizado
alas 24 horas postparto y en ese instante se obtuvieron también muestras
de sangre de su cria. A las 24 horas postparto también se obtuvo de cada
vaca una muestra de 50 mL de calostro mediante ordefia manual de los
cuatro cuartos. Todas las muestras fueron congeladas a -20° C hasta las
posteriores determinaciones.

ANALISIS DE CONCENTRACION DE SE

En las muestras de calostro y sangre se determiné la concentracién de
Se mediante espectrofotometria de absorcién atémica con generacién de
hidruros. Las muestras, previa descongelacién a 37 °C fueron digeridas
segun un protocolo de 2 etapas y luego cuantificadas (Muiiz y col
2005). Para la digestién de calostro, en una primera etapa se pesaron
aproximadamente 2,5 g de calostro previamente homogenizado. Se le
adicionaron 2 mL de 4cido nitrico, 1 mL de peréxido de hidrégeno 30% y
2,5 mL de agua deionizada. Posteriormente fueron digeridas en un horno
microondas 4! siguiendo un programa de calentamiento de 10 min a 200
°C y de mantenimiento por 10 min a 200 °C, luego se enfriaron a <
50 °C, donde se agregaron 1,4 mL de é4cido clorhidrico. Posteriormente
las muestras fueron sometidas a un programa de 5 min a 130 °C y de
mantenimiento por 10 min a 130 °C. Luego fueron enfriadas a < 50 °C
y se les agregd 0,4 mL de urea (50% m/v) y se aforaron a 20 mL con agua
deionizada.

La digestién de sangre se efectué con 1 mL de sangre a la que se le
adicion6 2 mL de 4cido nitrico al 65%, 1 mL de perdxido de hidrégeno
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al 30% y 2,5 mL de agua deionizada. Posteriormente fueron digeridas en
horno microondas a 200 °C durante 20 minutos, luego se enfriaron a
< 50 °C y se le adicion6 1,4 mL de 4cido clorhidrico al 37%. Luego se
completd la digestion a 135 °C durante 15 minutos. Posteriormente las
muestras se enfriaron a < 50 °C, se adicionaron 0,4 mL de urea (50% m/
v) y finalmente se aforaron a 20 mL con agua deionizada.

La determinacién de la concentracién de Se fue realizada con un
espectrofotémetro de absorcién atémica (5] 2 196 nm, con aditamento de
generacion de hidruros (] Parala calibracién del equipo se contd con un
patrén de Se con una concentracién de 1.000 ppm 71 del que se obtuvo
una dilucién de 10 ppm. De esta tltima se elaboré una nueva diluciéon de
500 ppb, para asi a partir de ella lograr los 3 estandares finales de 5, 10 y
20 ppb, que junto con una muestra blanco se utilizaron para calibrar el
equipo. Después de la lectura de 12 muestras consecutivas se procedio a
recalibrar el equipo con un estandar y una muestra blanco.

ANALISIS DE ACTIVIDAD SANGUINEA DE GLUTATION
PEROXIDASA

La actividad sanguinea de glutatién peroxidasa (GPx; EC 1.11.1.9) se
determindé mediante un método cinético modificado de la técnica de
Paglia y Valentine (1967), utilizando un kit comercial ®¥'. El método estd
basado en una técnica cinética compuesta NADPH-dependiente, para lo

que se utilizé un autoanalizador bioquimico. ]

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron andlisis de normalidad (Shapiro-Wilk) y homocedasticidad
(Bartlett) de los datos. Para las variables de concentracién de Se en
la sangre de vacas y sus crias, concentracién de Se en calostro y
actividad de GPx se establecieron diferencias entre grupos mediante un
andlisis de varianza (ANDEVA) para los datos paramétricos y se usé la
prueba de Kruskal-Wallis para los datos con distribucién no normal. La
comparacion y asociacién entre las concentraciones de Se en sangre de
las vacas y sus crias se establecié mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson para los datos paramétricos y correlacién de Spearman para los
no paramétricos. Se utiliz6 un nivel de confianza de 95% (P < 0,05).

RESULTADOS

CONCENTRACION DE SELENIO EN SANGRE

Las concentraciones medias de Se presuplementacién entre grupos fueron
similares y correspondieron a 1,04 umol/L, 1,15 umol/L y 0,95 umol/L
para los grupos Se-levadura, Se-bario y Control. En el dia 1 postparto la
concentracién sanguinea de Se en las vacas de los 3 grupos fueron similares
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a sus valores inciales y de igual manera no hubo diferencia entre grupos
(cuadro 1). Ademas, las concentraciones sanguineas de Se en los terneros
al nacimiento igualmente fueron similares en los tres grupos.

CONCENTRACION DE SELENIO EN CALOSTRO

Las concentraciones de Se en el calostro no presentaron diferencias
significativas entre los grupos (P > 0,05). Los valores promedios (+ EE)
obtenidos fueron 0,42 + 0,08 umol/L; 0,42 + 0,09 umol/Ly 0,31 + 0,04
umol/L para los grupos Se-levadura, Se-bario y Control.

Cuadro 1
Grupo Se-levadura Se-bario Control P
Vacas T E0:02 0,96 + 0,13 0,87 = 0,07 0,181
Crias 133+ 0,13 0,98 £ 0,13 1,10 £ 0,08 0,123
P 0,280 0,733 0,062

Concentraciones sanguineas (promedio + EE en pmol/L) de selenio al parto en grupos de vacas
suplementadas en el preparto con selenio levadura, selenito de sodio y control y en sus crias.
Blood concentration (mean + SE in umol/L) of selenium at partum in groups of cows supplemented
during the prepartum period with selenium yeast, barium selenite and control, and in their calves.

ACTIVIDAD DE GLUTATION PEROXIDASA

La actividad sanguinea inicial de GPx fue similar entre grupos. A
diferencia de las concentraciones de Se en sangre la actividad de GPx
al parto fue superior en los grupos suplementados (P < 0,05) respecto
del grupo control, no presentando diferencias entre las dos fuentes de Se
utilizadas en el estudio (figura 1). De igual manera la actividad sanguinea
de GPx de los terneros nacidos de vacas suplementadas fueron superiores
(P > 0,05) respecto del grupo control.

CORRELACIONES

La concentracién de Se en sangre en vacas al parto y del calostro
recolectado el dia del parto no evidencié una relacién significativa en
ninguno de los grupos, con valores de r = -0,67 (P = 0,14) para el grupo
Se-bario, r = 0,57 (P = 0,14) para el grupo Se-levaduray r = 0,45 (P =
0,31) en el grupo control.

La asociacion entre las concentraciones de Se en la sangre de las vacas y
de sus crias fue significativa solo en el grupo Se-bario (r=0,88; P < 0,001);
no asi en los grupos Se-levadura (r = 0,34; P = 0,28) y Control (r = 0,34;
P=021).

Para la asociacién entre las concentraciones de Se en la sangre de las
vacas y la actividad de GPx en sus crias no se evidencié correlaciones
significativas, encontrando valores de r = -0,08 (P = 0,80) para el grupo
Se-levadura, r = 0,20 (P = 0,50) para el grupo Se-bario y r = 0,17 (P =
0,54) para el grupo control.
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La asociacién entre las actividades de GPx en la sangre de las vacas y sus
crias presentaron valores de correlacion moderada en el grupo Se-levadura
(r = 0,59; P = 0,04), mientras que en los otros dos grupos esta no fue
significativa, con valores de r = 0,43 (P = 0,12) en el grupo Se-bario y de
r=0,10 (P =0,72) en el grupo control.

OMadres
B Crias

Se-levadura Se-bario Control

Figura 1

Actividad sanguinea de GPx (promedio + EE) al parto de vacas y sus

crias suplementadas con dos fuentes de selenio y sin suplementacion.

Blood GPx activity (mean + SE) at partum in blood of cows and their calves
supplemented with two sources of selenium and without supplementation.

DISCUSION

En el ciclo de manejo de la vaca lechera el objetivo de suplementar con
minerales en épocas estratégicas como lo es el periodo de secado tiene el
proposito de ayudar a cumplir algunas metas, como es el caso de obtener
crias bovinas nacidas con un buen estatus nutricional de Se, lo que tiene
un impacto positivo en la salud de los terneros (Guyot y col 2007). Lo
anterior puede contribuir a mejorar la funcién enzimdtica y la respuesta
inmune, especialmente en épocas de estrés como sucede en animales de
lecherfa en crecimiento (Lépez y col 1997). A la luz de los resultados
obtenidos en este estudio, la suplementacién en el periodo de 30 dias antes
de la fecha esperada del parto con Se en las formas de levadura selenizada
y selenato de bario tuvo un efecto positivo al aumentar la actividad
sanguinea de GPx y, posiblemente, con ello la actividad antioxidante. La
actividad de GPx en sangre se ha descrito como un indicador del balance
metabdlico de Se (Ceballos y Wittwer 1996, Lépez y col 1997, Grace y
c0l 2001) asociado principalmente cuando existen condiciones de aporte
marginal o carente de Se donde se encuentran altas correlaciones entre
las concentraciones sanguineas de Se y la actividad de GPx (Ulrey 1987).
De acuerdo con la clasificacién de Ceballos y Wittwer (1996) los valores
obtenidos de actividad de GPx (inclusive en el periodo preexperimental)
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son catalogados como adecuados (> 130 U/g Hb). En relacién con otros
valores publicados de GPx en la zona sur de Chile los valores de actividad
de GPx encontrados son superiores a los reportados por Ceballos y col
(1998), quienes obtuvieron en vacas preparto de ocho rebafios lecheros
de la provincia de Valdivia un promedio de 161 U/g Hb en relacién con
los 242 U/g Hb previo al presente ensayo.

La sensibilidad de los fetos a los cambios en la suplementacién
maternal con minerales es influenciado por el transporte transplacentario
y también por la inherente capacidad de los fetos para almacenar reservas
(Gooneratne y Christensen 1989). El Se transferido por la madre se
almacena en el higado fetal, reserva que puede ser movilizada ripidamente
permitiendo una actividad enzimadtica alta de GPx en las primeras
semanas de vida (House y Bell 1994, Kirk y col 1995). Lo anterior podria
explicar que se haya observado una mayor actividad de la enzima el primer
dia de vida de los terneros hijos de vacas suplementadas con Se.

En relacién con las concentraciones sanguineas de Se, los valores
encontrados en el periodo preexperimental se encontraron en las
categorfas de bajo/marginal (grupos Selevadura y Control) y marginal
(grupo Se-bario) de acuerdo con la clasificacién de Ceballos y Wittwer
(1996),y no alcanzan la categoria de suficiente de 1,2 umol/L (Jukolay col
1996), por lo que se deberia esperar una respuesta positiva en términos de
incrementos de concentraciones del mineral ala suplementacién, yaquela
respuesta a las suplementaciones es més consistente en estados de carencia
(< 0,63 umol/L) (Phersony col 1999). Sin embargo, en el presente ensayo
no se obtuvieron diferencias en las concentraciones sanguineas medidas al
momento del parto. El consumo de levadura selenizada en los ultimos 60
dias de gestacién puede tener un efecto benéfico en mejorar el estatus de
Se en el ternero (Weiss 2005), pero la eficacia de la suplementacién con
Se levadura en dietas con una concentracidn de Se adecuada es incierta
(Koenigy Beauchemin 2009). En el caso de este ensayo la suplementacién
se efectud en los tltimos 30 dias de gestacion, siendo probablemente poco
tiempo para producir un incremento del Se en la sangre de las madres con
la consecuente escasa transferencia al feto. Experiencias relacionadas con
el efecto del tiempo de suplementacién indican que la suplementacién
con selenito de sodio via parenteral (44 mg) a las 8 y 4 semanas preparto
tienen un efecto positivo en las concentraciones sanguineas versus una
suplementacién uUnica 4 semanas preparto (Pavlata y col 2003). No
existen reportes publicados acerca del efecto de la suplementacién en
preparto con selenato de bario en las concentraciones sanguineas de vacas
lecheras. Como referencia cercana encontramos que Grace y col (2001)
evidenciaron una respuesta positiva en las concentraciones sanguineas de
Se a los 41 dias postsuplementacién con selenato de bario en dosis de
Img/kg, teniendo en cuenta que eran vacas con bajas concentraciones del
elemento (0,24 umol/L), lo que nos dice que efectivamente hay respuestas
positivas en estados de carencia, a diferencia de lo presentado en nuestro
estudio donde los valores son marginales y el aporte en la dieta es més alto
que el ofrecido en el mencionado estudio. La suplementacién con esta
forma de Se tiene una duracidén efectiva de 12 meses (Wichtel 1998).
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De acuerdo con lo obtenido en las correlaciones en los grupos
suplementados se pueden encontrar dos situaciones, una en que la
transferencia de Se al feto desde madres suplementadas con selenato de
bario (formulacién de depésito) es constante, asegurando una liberaciéon
constante del elemento, lo que se evidencia en la alta correlacién positiva,
a diferencia de lo observado en el caso de las crias nacidas de vacas que
recibieron suplementacion oral con Se orgénico en las cuales no se observéd
una relacidén entre concentraciones. Ello puede ser atribuido a que el
consumo de selenolevadura involucra el consumo de Se-Met, la que es
absorbida como tal e incorporada a cualquier proteina del organismo que
contenga metionina, sirviendo como una reserva de Se corporal.

En relacidon con la transferencia de Se al calostro, se desconoce el
mecanismo de incorporacién del mineral en proteinas del calostro,
encontrandose solo referencias en estudios efectuados en leche, estos
indican que la incorporacién del Se en las proteinas lacteas es menor para
las formas inorganicas, ya que al ser incorporado como Se-Cys su aporte
a la leche es de solo 5,2 a 6,3% (Calamari y col 2010). Los residuos del
selenoaminodcido Se-Cys solo se encuentran en selenoproteinas y existen
antecedentes de que la leche es escasa en selenoproteinas (Stagsted 2006).
Los mayores incrementos de Se en leche corresponden generalmente
a su inclusién en la caseina, bajo la forma de Se-Met, el que como
selenoaminoécido puede ser incorporado inespecificamente en proteinas
que contengan metionina. Mayores concentraciones de Se en sangre no
aseguran necesariamente una mayor transferencia al calostro. Pavlata y
cols (2003) no encontraron que vacas con mayores concentraciones de
Se en sangre tuvieran mayores concentraciones en calostro comparando
vacas suplementadas con bajas concentraciones versus vacas con adecuado
estatus de consumo de Se, por lo que el diagnéstico de carencia de Se
por medicion del elemento en el calostro no seria una buena herramienta
diagndstica.

La suma de factores, tiempo de suplementacién y estatus previo
de las concentraciones de Se en sangre influyen en la respuesta a las
suplementaciones, lo que nos lleva a concluir que suplementando 30 dias
previo al parto con las formas de Selenato de bario y selenolevadura en
condiciones de concentraciones sanguineas de Se marginales no tiene un
efecto en el incremento en las concentraciones del mineral en sangre o una
diferencia en las concentraciones de Se en calostro respecto de vacas no
suplementadas, siendo esperable, eso si, un incremento en la actividad de
la enzima GPx tanto de las madres como de las crias.
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Notas

[1]  Sel-Plex ° (selenio: 1000 ppm y >95% como organico). Alltech Inc,
Nicholasville, KY, USA.

[2] Deposel Multidose * Novartis Animal Health Ltd, North Ryde, Australia.
[3] Vetersal preparto’, Veterquimica, Santiago, Chile.

[4] Milestone modelo Start D con rotor de 12 posiciones MRD/12S

[S] Thermo Electron Solar S

[6] Thermo Scientific VP100

[71 Merck

[8] Ransel®. Randox Laboratories Ltd. Crumlin, Irlanda del Norte.

[9] Metrolab 2300 (Wiener Lab.)
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