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RESUMEN

Con el objetivo de determinar el efecto de tres niveles de selenio dietario sobre
selenoproteinas y contenido de selenio en cuyes en crecimiento, se utilizaron 33 cuyes
destetados, de 12 dias de edad y peso promedio de 258+ 35 gramos, que después de un
periodo de adaptacion de 14 dias fueron distribuidos al azar en tres tratamientos (T1, T2y
T3) cuya Unica diferencia fue el conteniendo de selenio en el alimento: 0.10, 0.17 y 0.24mg
Se/kg de alimento para T1, T2 y T3 respectivamente. Los animales recibieron una dieta sin
suministro de forraje, con adicion de vitamina C y fueron alojados en jaulas individuales
provistas de comedero y bebedero individual, tuvieron libre acceso al alimento y agua, se
registrd el consumo de alimento diario y el peso semanal de los mismos. Al finalizar la quinta
semana en las jaulas, los cuyes fueron sacrificados, tomandose las muestras necesarias para
medir diversas selenoproteinas y contenido de selenio. No se encontraron diferencias
(P>0.05) entre tratamientos para ganancia de peso, consumo de alimento y conversion
alimenticia. Tampoco se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos
en actividad de glutation peroxidasa dependiente de selenio en plasma higado y rifién ni en
actividad de tioredoxina reductasa en higado. Sin embargo, la actividad de glutatién
peroxidasa en eritrocitos y el contenido de iodotironina deiodinasa tipo 1 en higado, fueron
significativamente mayores (P<0.05) para T2 y T3 con respecto a T1, pero no se encontraron
diferencias entre T2 y T3 (P>0.05). Los contenidos de selenio en sangre y selenio en cuerpo
mantuvieron la misma tendencia, siendo significativamente mayores (P<0.05) para T2y T3
en comparacion con T1, pero sin mostrar diferencias (P>0.05) entre T2 y T3. En el contenido
de selenio en musculo se observo una tendencia a incrementar conforme se incremento el
nivel de selenio en la dieta, sin embargo, estas diferencias no fueron significativas entre
tratamientos (P>0.05). Diferentes niveles de selenio dietario en cuyes en crecimiento
modifican la actividad de glutation peroxidasa eritrocitaria y contenido de iodotironina

deiodinasa tipo 1 en higado, asi como el contenido de selenio en sangre y cuerpo.

Palabras clave: cuyes, selenio, selenoproteina, glutation peroxidasa, tioredoxina reductasa,

iodotironina deiodinasa.



ABSTRACT

The study aimed to determine the effect of three levels of selenium on the diet of growing
guinea pigs. Thirty-three weaned guinea pigs of 12 days old and average weight of 2589 +
35g were used, which after an adaptation period of 14 days were randomized into three
treatments (T1, T2 and T3) whose only difference was the selenium content of the food:
0.10, 0.17 and 0.24mg Se/kg of food for T1, T2 and T3 respectively. The animals received
a diet without forage supply, with adtion of vitamin C and were individually housed in cages
and had free access to food and water. The daily intake of food and weekly weight of the
animals was registered. At the end of the fifth week in the cages, the guinea pigs were
sacrificed, taking the necessary samples to measure selenoprotein and selenium content. No
differences were found (P>0.05) between treatments for weight gain, feed intake and feed
conversion. No significant differences were found (P>0.05) between treatments in selenium-
dependent glutathione peroxidase activity in liver and kidney plasma or in thioredoxin
reductase activity in liver. However, the activity of glutathione peroxidase in erythrocytes
and the content of deiodinase in liver were significantly higher (P<0.05) for T2 and T3 with
respect to T1, but no differences were found between T2 and T3 (P>0.05). The selenium
contents in blood and selenium in the body maintained the same tendency as glutathione
peroxidase in erythrocytes and deiodinase content in liver, being significantly higher
(P<0.05) for T2 and T3 compared to T1, but without showing differences (P> 0.05) between
T2 and T3. In the selenium content in muscle a tendency to increase was observed as the
level of selenium in the diet was increased, however, these differences were not significant
between treatments (P>0.05). Different levels of dietary selenium in growing guinea pigs
modify the activity of erythrocyte glutathione peroxidase and iodothyronine deiodinase type

1 content in the liver, as well as the selenium content in blood and body.

Key words: guinea pigs, selenium, selenoprotein, glutathione peroxidase, thioredoxin

reductase, iodothyrinine deiodinase.



. INTRODUCCION

El selenio es un micronutriente esencial cuya funcion estd asociada a las funciones
fisiolégicas de una serie de selenoproteinas (Burk y Hill 2015) y cumple un rol importante
en varias funciones bioquimicas en células humanas y animales. A medida que se van
identificando y descubriendo las funciones de estas selenoproteinas, también crece la amplia
gama de funciones en las cuales se involucra al selenio. Se han identificado alrededor de 30
selenoproteinas que intervienen en diversas funciones como defensa antioxidante, funcién
inmune, efecto hepatoprotector, crecimiento (via metabolismo de hormonas tiroideas) y
reproduccion (Kumar y Priyadarsini 2014). Las selenoproteinas glutation peroxidasa,
tioredoxina reductasa y deiodinasa son las méas conocidas y sus contenidos cambian en
sangre y tejidos de animales en respuesta a alimentacion con diferentes niveles de selenio
(Sunde etal. 2016)(Taylor etal. 2018) por lo tanto podrian proporcionar informacion
relevante sobre la funcion fisiologica de selenio y pueden ser utilizadas como indicativos de

estatus de selenio (Combs 2015).

En la mayoria de especies (ratas, ratones, ovinos, pollos, pavos) los biomarcadores méas
apropiados para estatus y ensayos de requerimientos de selenio son las medidas de actividad
de glutation peroxidasa en higado y en plasma (Sunde et al 20106). Estas caen
sustancialmente cuando el suministro de selenio es deficiente y alcanzan una meseta bien
definida, cuando el suministro es adecuado (Sunde 2012). Sin embargo, el comportamiento
de estas enzimas podria ser algo diferente en cuyes. Estudios iniciales en estos animales
indicaron que , a diferencia de otras especies como ratas, ovinos, cerdos y pollos, laenzima
Glutation peroxidasa dependiente de selenio no se encontraba en higado (Lawrence y Burk
1978; lgarashi et al. 1983; Shreve et al. 1979), y tampoco en plasma ni en rifion de cuyes
(Tappel etal. 1982), llegando inclusive a sugerir que los cuyes, podrian no tener un
requerimiento dietario de selenio. Trabajos posteriores detectaron la presencia de la enzima

glutation peroxidasa dependiente de selenio en cuyes, pero en comparacion a otras especies



con muy pequefia actividad en la mayoria de tejidos (aproximadamente 6% de la actividad

en higado, observada para ratas) (Burk et al. 1981, Himeno et al. 1993).

Existe poca informacion sobre estudios de selenio en cuyes. El National Research Council
(1995) indica un requerimiento de 0.15mg/kg, deducido a partir de estudios realizados en
ratas. Al respecto, Jensen y Pallauf (2008), utilizando selenato de sodio, recomiendan el
empleo de un nivel de 0.08mg de selenio por kilogramo de alimento, para cubrir el
requerimiento de estos animales. Asimismo, Chaudhary etal. (2012), indican que la
suplementacion con selenito de sodio para alcanzar un nivel de selenio dietario de 0.2mg/kg,
no produce mejoras en el crecimiento ni utilizacién de nutrientes en cuyes en crecimiento,
mientras que Chaudhary et al. (2010), recomiendan un nivel mayor o igual a 0.2mgSe/kg de
alimento, cuando se utiliza selenio organico. Por ultimo, Sirota (2010), menciona que la
suplementacién con selenio en cuyes (si no hay deficiencia), podria ser perjudicial al causar

desarrollo de estrés oxidativo en rifion (Sirota, 2010).

Los estudios citados en lineas anteriores, han sido realizados en animales de laboratorio,
cuyos parametros de crecimiento son diferentes a aquellos con fines productivos (Aliaga
et al., 2009), y aln en estos, no se muestra una conclusion definitiva sobre el requerimiento
de selenio dietario en cuyes en crecimiento, recomendandose el empleo desde 0.08 a 0.2mg
Se/kg de alimento. Al respecto, es importante considerar que solo un trabajo encontrado en
la literatura revisada ha sido desarrollado en animales con fines productivos (Mullo, 2009)
y Se menciona en este, que en cuyes en crecimiento no mejoran los parametros productivos
como efecto de la suplementacion con selenio, sin embargo, en este Gltimo trabajo no se han
medido las concentraciones de selenio total en al alimento, indicando solo la cantidad
suplementada. Por lo expuesto, se hace necesario un mayor entendimiento del efecto de
niveles de selenio dietario sobre la actividad o contenido de selenoproteinas que pudieran
utilizarse como biomarcadores de funcion de selenio, para estudios posteriores de

requerimientos de selenio en cuyes en crecimiento.



El objetivo del presente estudio es determinar el efecto de tres niveles de selenio dietario
sobre selenoproteinas y contenido de selenio en cuyes en crecimiento, planteandose como

objetivos especificos:

a) Determinar el efecto de tres niveles de selenio dietario sobre la actividad de glutation
peroxidasa dependiente de selenio en plasma, en eritrocitos, en higado y en rifidn,
asi como actividad de tioredoxina reductasa y contenido de iodotironina deiodinasa

tipo 1 en higado.

b) Determinar el efecto de tres niveles de selenio dietario sobre el contenido total de

selenio en sangre, musculo y cuerpo.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. METABOLISMO DEL SELENIO

Es importante considerar las fuentes de selenio de las cuales se puede disponer en los
alimentos para entender como estas siguen una ruta metabolica especifica. La
selenometionina, es la principal forma quimica de selenio que se encuentra en muchas dietas
de humanos y animales. Esta es sintetizada por las plantas e incorporada en posiciones de
metionina. Alrededor del 90% del selenio de las plantas se encuentra en forma de
selenometionina y el resto podrian ser cantidades muy pequefias de selenocisteina y selenito
(White 2016). Una vez ingerida la selenometionina es absorbida via intestinal e ingresa al
pool de metionina en el cuerpo. Uno de los destinos de ese pool en el cuerpo es una insercion
al azar en proteinas, en la posicion de metionina, en proporcién de su concentracion. Por lo
tanto, la selenometionina se puede encontrar en cualquier secuencia proteica, a causa de que
los animales son incapaces de distinguir metionina de selenometionina en el proceso de
sintesis proteica. Una proteina que contiene selenometionina es denominada proteina que
contiene selenio, en cambio una proteina que contiene selenocisteina es una selenoproteina
(Mehdi etal. 2013). La razon de esta diferencia entre proteina que contiene selenio y
selenoproteina es que, en esta Ultima, la selenocisteina debe ser incorporada especificamente,
utilizando un cédigo y mecanismo especial, durante el proceso de sintesis de la estructura de
la proteina. Casi todas las selenoproteinas son enzimas y en estas, el selenio es parte del
centro activo, especificamente es requerido para la formacion del grupo selenol (-SeH), el
centro activo de un residuo de selenocisteina en la secuencia de una selenoproteina (Ogra
2016). Consumos altos de selenometionina, resultan, por lo tanto, en acumulacion de selenio
en tejidos (Bertin y Surai 2007), que puede ser mucho mas elevado que el selenio contenido
en selenoproteinas. La degradacion de selenometionina contenida en proteinas, libera

selenometionina que reingresa al pool de metionina (Mehdi et al. 2013).



La selenocisteina es un intermediario en la via de transulfuracién reversa que produce
selenometionina en plantas. Es mucho menos abundante en proteinas de las plantas que la
selenometionina. A causa de que la selenocisteina es la forma de selenio en selenoproteinas
animales, esta presente en dietas que contienen productos animales. Se conoce poco acerca
de su absorcion en comparacion a selenometionina y sobre el destino después de su
absorcidn, pero es probable que sea reducida e ingrese al pool metabdlico de selenio en
células intestinales (Weekley y Harris 2013). Otras formas inorganicas de selenio son
utilizadas como suplementos, las dos mas utilizadas son selenito y selenato. Ambas son
absorbidas eficientemente, pero la absorcidn de selenito varia en un rango de 50-60% Yy es
afectada por constituyentes dietarios, mientras que la absorcion de selenato es casi completa.
Sin embargo, una vez que el selenato es absorbido debe ser convertido a selenito antes de
que pueda ser metabolizado (Figura 1) y una cantidad de selenato es perdido en la orina, lo
cual hace la disponibilidad de selenato y selenito cercanamente equivalente (Burk y Hill
2015).

Proteinas corporales Proteinas dietarias Se inorganico

(selenometionina,selenocisteina) dietario
-
- T
— £ P Selenato
Selenoretlomna » - l L
) ol GS-Se-GS ,
selenocisteina =9 Selenuro <—— Selenito
H2Se
Rutas de excresion Sintesis de
(metilacion secuencial) selenoproteinas

ATP
- R NASN
¥ CH3SeH Serins KAMP +P
Excretado Metil selenol Y

via heces l Seril-tRNASe< Selenofosfato
(CH3);Se Selenocisteina
Excretado ¢— . . Sintasa
¥ Dimetil selenol g
via Selenocisteina
pulmones Polipéptido creciente

(CHg)sSe+ \AAAY/ MRNA Selenoprotejna
Trimetil selenonium lee secuencia de

insercion de Sec

Excretado via orina Selenoproteina

Figura 1: Rutas del metabolismo de selenio en animales

FUENTE: modificado de Schrauzer (2003).



Las especies inorganicas pueden ser reducidas a selenuro, aunque el selenato no es
rapidamente reducido a selenito por glutation y se requieren condiciones reductoras mas
rigurosas, comparado a selenito. Los iones de selenito son rapidamente tomados por las
células rojas sanguineas, lo cual no sucede con los iones de selenato, que son tomados por
los hepatocitos y parcialmente excretados directamente en la orina (Schrauzer 2003). El
selenito tomado por células rojas es reducido a selenuro y transportado, unido a albimina,
via sanguinea al higado. De esta forma el selenuro de selenato o selenito es tomado por el
higado y utilizado para la sintesis de selenoproteinas: selenoproteina P y glutation peroxidasa
citosélica, la primera siendo mas eficientemente sintetizada que la segunda y liberada a la
sangre. Las formas organicas, principalmente como selenometionina, son transformadas a
selenuro a traves de una liberacion reductiva del selenio por reacciones catalizadas por una
enzima B-liasa. Una vez que el selenio es tomado por el cuerpo, este es principalmente
excretado en la orina (mono y trimetilselenonium) y si es excesivo también a traves de la
respiracion (dimetilselenuro). La forma monometilada es un seleno azucar (seleno metil
acetil galactosamina). Como las selenoproteinas son sintetizadas y degradas en cada célula,
los seleno azucares se producen en cada célula y son eliminados a través de la sangre hacia

la orina para su excrecion (Figura 1) (Suzuki 2005).

2.2. SINTESIS DE SELENOPROTEINAS

Para iniciar el proceso de sintesis de proteinas se requiere la unién de aminoacidos a sus
respectivos ARNt, igualmente para la sintesis de las selenoproteinas se requiere que
selenocisteina se encuentre unida a su respectivo ARNt. EI ARNt de selenocisteina
(ARNtSSe) se ha descrito como la molécula clave y componente central en la sintesis de
selenoproteinas. La selenocisteina es el inico aminoacido en el que la biosintesis ocurre en
su propio RNAt (no existe la sintesis del aminoécido libre) (Bulteau y Chavatte 2015). El
primer paso en la biosintesis de selenocisteina consiste en la amino acilacion del ARNt(SeNSe
con serina por la enzima seril ARNt sintetasa (SerS). Seguidamente actla la enzima fosfo
seril ARNt quinasa (PSTK) que cataliza una fosforilacion de serina, dependiente de ATP,
formando el sustrato especifico sobre el que actla la selenocisteina sintasa (SecS). La
conversion de ARNtES®S en selenocisteinil- ARNt®®SE es catalizada entonces por la

enzima SecS, la cual incorpora seleno fosfato, la forma activa de selenio, al esqueleto del



aminoéacido y forma el selenocisteinil-ARNt. EI donador de selenio, el mono seleno fosfato,
es sintetizado a partir de seleniuro y ATP por la selenofosfato sintetasa (conocida como SelD
en bacterias 0 SFS2 en eucariotas) (Figura 2) (Labunskyy et al. 2014, Vindry et al. 2018).

Ser |
i N - B N
=) é R0
ADP
ARNewnw  AMP-PPI Ser-ARN¢™"™
HS
ATP-\ .

3)

-  AMP+Pi
deficiencia de H2SP0O3"~ Cys
selenio \ S

G
2Pi Cys-ARNgSS=

Figura 2: Mecanismo de biosintesis de selenocisteina en eucariotas

FUENTE: modificado de Labunskyy et al. (2014) y Vindry et al. (2018).

Durante la deficiencia de selenio, la cisteina podria sustituir a la selenocisteina en las
selenoproteinas, presumiblemente, sintetizandose Cys-ARNtSS¢¢ tal como se indica en la
Figura 2, cuando el tiofosfato es utilizado por la SPS2 en lugar del seleno fosfato. Aunque
la frecuencia y eficiencia de este fendmeno no ha sido medida, se ha detectado en células en
crecimiento en medios con deficiente contenido de selenio para tioredoxina reductasa 1,
tioredoxina reductasa 3 y selenoproteina P. Estos hallazgos revelan que en ARNm de
selenoproteinas de mamiferos, el codon UGA puede ser decodificado como Sec, Cys o
término de sintesis proteica, dependiendo esto de la disponibilidad de selenio (Vindry et al.
2018).



Para continuar con la sintesis proteica, los ARNm de las selenoproteinas deben identificar a
Sec y en estos, la insercion de selenocisteina esta codificada por el codon UGA, que
normalmente es utilizado como un coddn de terminacion de la sintesis proteica, en otros
ARNmM. Por esta razon, la selenocisteina se reconoce como el 21%'° aminoacido. En el
genoma humano se han identificado 25 genes de selenoproteinas, en las cuales el codon
UGA especifica la insercidn de selenocisteina (Vindry et al. 2018). La selenocisteina se
incorpora a las cadenas polipeptidicas en crecimiento en el ribosoma, porque el codén UGA
es reprogramado para codificar selenocisteina por un elemento de incorporacion de
selenocisteina, presente exclusivamente en los ARNm de las selenoproteinas. El elemento
de incorporacion de selenocisteina (SECIS) es el que desambigua el significado del codon
UGA vy se localiza despues de 10 o mas nucleétidos del mismo, dependiendo de la
selenoproteina que se sintetice, hacia el extremo 3° del ARNm en bacterias y en la region 3’
no traducida en archaeas y eucariotas. Aungue varian en secuencia, todos poseen una

estructura de “tallo-bucle” conservada de aproximadamente 100 nucledtidos (Salinas 2010).

Para la incorporacion de la selenocisteina a la proteina naciente, también se hace necesaria
la presencia de la proteina de unidn a selenocisteina (SBP2), que recluta al factor de
elongacion de Sec (EFSec) y al ARNt. Luego de la asociacion con el ribosoma, SBP2 es
desplazada del elemento SECIS por la proteina ribosomal L30. EI cambio conformacional
del elemento SECIS promueve la hidrélisis de GTP y la liberacion del ARNtS® al sitio A del
ribosoma (Figura 3). La proteina ribosomal L30 ha sido identificada como una proteina que
participa en la union del elemento de insercion SECIS, sin embargo, el rol exacto de L30 en
la sintesis de selenoproteinas ain permanece en estudio. Otra proteina involucrada en la
eficiencia de traducciéon de UGA es la fosfoproteina nucleolin, localizada en el nicleo e
involucrada en sintesis de ARNr y en biogénesis del ribosoma. Esta proteina juega un rol
importante en la regulacion de la transcripcion y remodelacion de cromatina. Aungue las
funciones de los elementos necesarios para la sintesis de selenoproteinas, ha sido establecida,
los mecanismos por los cuales la selenocisteina es incorporada en las selenoproteinas atin no

estan completamente entendidos (Labunskyy et al. 2014, Dubey y Copeland 2016).



M'eolin

Figura 3: Mecanismo de insercion de la selenocisteina (Sec) en eucariotas

FUENTE: Labunskyy et al. (2014).

2.2.1 Regulacion de la expresion de las selenoproteinas

La expresion de las selenoproteinas esta regulada por la disponibilidad de selenio, sin
embargo, esta expresion esta sujeta a una jerarquia. El concepto de jerarquia implica que
cuando el suministro de selenio es insuficiente para soportar la expresion total de todas las
selenoproteinas, la sintesis de algunas de ellas se regula mas lentamente en comparacion a
otras que pueden ser expresadas en su totalidad. Un ejemplo de este concepto esta dado por
la comparacion de las actividades de glutation peroxidasa 1 (Gpx1) y glutatién peroxidasa 4
(Gpx4) en higado, rifién y corazon. En deficiencia de selenio la actividad de Gpx1 disminuye
bruscamente, mientras que la de Gpx4 se mantiene (Sunde 2012). Algunos tejidos y 6rganos
son mas efectivos que otros en mantener los niveles de selenio y en sintetizar ciertas
selenoproteinas durante la deficiencia de selenio. Este hecho es un indicador de las
diferencias en los roles biologicos y en los requerimientos de las diferentes selenoproteinas
en los diferentes tejidos. La jerarquia durante deficiencia de selenio revela la importancia de
selenoproteinas particulares y a la vez determina la prioridad de los niveles de ARNmy la
expresion de proteinas. En estados de deficiencia de selenio, las actividades de muchas

selenoproteinas en el rifidn, higado y pulmén disminuyen, mientras que en el cerebro



permanecen en niveles similares a los encontrados durante consumos normales de selenio
(Zoidis et al. 2018).

Aun cuando este concepto de jerarquia también involucra a los tejidos, no es posible enlistar
a todas las selenoproteinas desde el primer al ultimo lugar, pues las investigaciones en
jerarquia han revelado una cierta cantidad de variabilidad, posiblemente relacionada al
estudio de diferentes tipos de células y diferentes condiciones fisiologicas. La jerarquia es
un fendmeno celular a causa de que cada célula sintetiza sus propias selenoproteinas y para
entenderla es necesario considerar la regulacion de la sintesis de las selenoproteinas.
Definitivamente se ha demostrado que hay dos procesos fisioldgicos que definen la jerarquia
de las selenoproteinas, evidenciando que el estatus de selenio afecta a la misma. El primero
asociado a regulacién de los niveles de RNAm de las selenoproteinas y el segundo
relacionado a la eficiencia de insercion de la selenocisteina, este Gltimo asociado a una
inhibicion de la lectura del cddigo para selenocisteina (UGA) en algunos RNAmM mas que en
otros (Burk y Hill 2015). Asi mismo, se ha demostrado que ciertos estimulos, ademas de
disponibilidad de selenio, tales como estrés oxidativo e hipoxia, alteran la expresiéon de
selenoproteinas, pero aun no se conoce el mecanismo de accion exacto por el cual ejercen
ese control (Dubey y Copeland 2016). Por lo tanto existen multiple niveles en los que se
puede afectar la expresion de las selenoproteinas, incluyendo la eficiencia en la traduccion,
sin embargo, los detalles de los mecanismos involucrados en la regulacién adn no son del

todo claros (Sunde y Raines 2011).

2.3. SELENOPROTEINAS

a. Glutation peroxidasas (1.11.1.9) (Gpxs)

Dentro de este grupo de enzimas tenemos a las Gpxsl, Gpx2, Gpx3 y Gpx4, que son
selenoproteinas con un residuo de selenocisteina en el centro catalitico. La Gpx5 contiene
una cisteina en el centro activo y se ha caracterizado como una proteina segregada en el
epididimo. La Gpx6 es una selenoproteina solo en humanos. También las Gpx7 y 8 contienen
cisteina y muy baja actividad (Brigelius-flohé y Maiorino 2013). Estas enzimas pueden
catalizar la reduccion de peroxido de hidrogeno e hidroperdxidos lipidicos, utilizando
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glutation como un cofactor reductor. Entre las selenoproteinas tenemos a Gpx citosélica
(cGpx, Gpx1), Gpx gastrointestinal (Gpx2, GI-Gpx), Gpx plasmatica (Gpx3, pGpx),
fosfolipido hidroperdxido Gpx (Gpx4, PHGpx) y epitelio olfatorio Gpx (Gpx®6). La jerarquia
caracteristica en las Gpxs en términos de incorporacion de selenio, que depende de su

relativa importancia bioldgica es Gpx2>Gpx4>Gpx3= Gpx1 (Roman et al. 2014).

La Figura 4, esquematiza el modo de accién de estas enzimas. El residuo de selenocisteina
es oxidado por el perdxido con la formacion de acido selenénico (Se-OH) en el selenol (Se-
H) del sitio activo. Una molécula de glutation reducido (GSH) reduce el &cido selenénico,
conduciendo a la formacién de un intermedio selenol glutatiolado (Se-SG). Una segunda
molécula de GSH permite la reduccion del Se-SG, resultando en la restauracion del sitio
activo con la formacion de glutation oxidado (GSSG). Para regenerar el GSH a partir del
GSSG se requiere la accion de Glutation reductasa dependiente de NADPH. El reciclaje de
NADP*/NADPH se produce a través de la reaccion catalizada por glucosa-6 fosfato

deshidrogenasa en la via de las pentosas fosfato (Lubos et al. 2011).

GSH H;0

QSN GPx-Se-SG
= \ GSH
F\ GPx-SeH

ROOH

GSSG

ROOH + 2GSH > ROH + GSSG + H_O
GPx

Figura 4: Esquema de la actividad catalitica de glutation peroxidasas. La secuencia de
la reaccion se identifica por los nimeros 1, 2y 3y la reaccion global se escribe

en la parte baja de la figura

FUENTE: Lubos et al. (2011).
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La Gpx1 es una enzima tetramérica, de subunidades idénticas, se encuentra tanto en citosol
como en mitocondria. La Gpx1 regula el estatus oxidante celular directamente a traves de la
eliminacién de hidroperéxidos y via de oxidacion de glutation, el mayor tiol de bajo peso
molecular en las células. La estructura cristalografica de la Gpx1 eritrocitaria identifica a los
aminoéacidos glutamina y triptéfano, junto con selenocisteina formando una triada catalitica
que es crucial para las interacciones enzima sustrato. Estos residuos son altamente
conservados en todas las glutation peroxidasas que contienen selenocisteina (Lubos et al.
2011). Esta enzima utiliza hidroperoxidos libres como sustratos, no puede reducir
hidroperdxidos de acidos grasos esterificados, hasta que estos hayan sido liberados por
fosfolipasas. Reacciona con peroxido de hidrdgeno e hidroperoxidos de bajo peso molecular
como t-butil hidroperdxido, cumene hidroperoxido, hidroperdxidos de acidos grasos, pero
no con lipidos méas complejos. Debido a esta capacidad para reducir hidroperéxidos la Gpx1
ha sido denominada como la enzima que contraresta el estrés oxidativo. Ratones que no
expresan el gen de Gpx1, desarrollan normalmente, lo cual indica que la carencia en la
defensa antioxidante puede ser compensada por otras proteinas o que durante el estrés
oxidativo normal no se causa ningun dafio. En contraste, un severo estrés oxidativo mata a
ratones que no expresan el gen de Gpx1, independientemente de la suplementacion con
selenio, mientras que ratones que si expresan el gen responden a la suplementacion con
selenio en estas condiciones de severo estrés oxidativo y sobreviven (Brigelius-flohe y
Maiorino 2013).

Estos estudios claramente muestran que la Gpx1 no puede ser reemplazada por ninguna otra
selenoproteina, para brindar proteccién en un estrés oxidativo generalizado y por lo tanto
tiene una funcién primaria antioxidante in vivo. Al parecer es la Gnica Gpx que se encuentra
en eritrocitos, en los cuales remueve el peréxido de hidrogeno. La actividad varia
considerablemente entre tejidos y entre especies. Como una enzima que contiene
selenocisteina, la expresion esta sujeta a formas Unicas de regulacion que envuelven la
incorporacion de selenio y selenocisteina durante la traduccion. Entre todas las Gpx 1, la
Gpx hepatica es la méas sensitiva a suministro de selenio, en comparacion a otras

selenoproteinas. (Burk y Hill 2010).

12



La expresidn y actividad de Gpx1 en tejidos es mas sensitiva a deficiencia dietaria de selenio
que otras selenoproteinas. La deficiencia en ratas, resulta en un 90% de pérdida de RNAm
de Gpx1 en higado y 99% en pérdida de actividad. EI suministro de selenio en animales
deficientes resulta en una restauracion rapida de RNAm y de la actividad. Sin embargo, la
restauracion de la actividad de Gpx1 parece ser saturable en un gran numero de animales y
células. A causa de la naturaleza sensitiva y saturable de la actividad de Gpx1, se utiliza
como un biomarcador de estatus de selenio. Ademas, la jerarquia baja de esta enzima ha
determinado la hip6tesis de que la Gpx1 funciona como una especie de buffer, es decir que
se comporta como una especie de almacén de selenio en lugar de una importante enzima
antioxidante, liberando selenio para mantener la expresion de selenoproteinas esenciales,
durante la deficiencia de selenio y guardando el mismo en etapas de abundancia de selenio
para evitar la toxicidad del mismo (Lei et al. 2007). Sin embargo, los efectos en la expresion
de Gpx1 por deficiencia de selenio no son debidos a alteraciones en la transcripcién, sino
que se cree que son debidos en parte a una disminucién sin sentido del RNAm y/o una
supresion de la traduccion. ElI mecanismo exacto aun no es del todo entendido, pero al
parecer el selenio limita directamente la traduccion al inducir durante su deficiencia a un
factor de iniciacion que interactda con el elemento de unién de la selenocisteina, evitando la

incorporacion de la misma a la proteina (Lubos et al. 2011).

La Gpx2 es una enzima tetramérica, con subunidades iguales, cercanamente relacionada a
Gpx1. No se conoce aun la preferencia de sustratos de la enzima. Se expresa en el sistema
gastrointestinal, incluyendo el epitelio del eséfago y en humanos también en el higado. Actua
como una barrera contra la absorcion de hidroperdxidos que ingresan con la comida y
probablemente sea su principal funcion. Esta enzima sostiene un delicado balance entre
proliferacion y apoptosis en el epitelio intestinal. Ratones que no expresan el gen de Gpx2,
muestran un incremento en la apoptosis del epitelio gastrointestinal y son mas susceptibles
a inflamacion mediada por carcinogénesis y actla sinérgicamente con Gpx1 en prevencion
de tumores (Flohé y Brigelius-Flohé 2016). La Gpx2 se encuentra en el lugar méas alto de la
jerarquia entre las Gpxs, seguida por la Gpx4, Gpx3 y finalmente la Gpx1(Brigelius-flohé y
Maiorino 2013).
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La Gpx3 es una enzima tetramérica, glicosilada. Se encuentra en el plasma y en liquido
intersticial. Es la unica enzima extracelular de la familia de las glutation peroxidasas,
producida en las células del epitelio tubular proximal y en las células parietales de la capsula
de Bowman del rifién. Parte de la Gpx3 es segregada al plasma, donde constituye
aproximadamente 15 a 20% del total de selenio, pero una mayor fraccion permanece unida
a las membranas basales en rifiones. La Gpx3 también se encuentra en varios tejidos,
particularmente corazon y glandula tiroides, en la que puede tener un rol como una fuente
local de capacidad antioxidante extracelular (Burk y Hill 2010). Ratones que no expresan
el gen de Gpx3 son viables, no muestran un fenotipo caracteristico. La funcion de Gpx3
como una glutation peroxidasa no ha sido del todo entendida desde su deteccion. La
posibilidad de responder a dafios serios de hidroperdxidos, a pesar de su alta eficiencia anti
oxidativa, es limitada, debido a que las concentraciones de glutation en el plasma son muy
pequefias (Brigelius-flohé y Maiorino 2013).

La Gpx4 es una enzima monomérica a diferencia de las tres anteriores, también conocida
como fosfolipido hidroperdxido glutation peroxidasa. Es la Unica enzima de la familia de las
glutation peroxidasas que puede utilizar equivalentes reductores obtenidos desde glutation
para reducir los hidroperoxidos lipidicos en la membrana celular (Toppo etal. 2009,
Diamond 2015). Se producen tres formas de Gpx4, citosélica, mitocondrial y nuclear, que
tienen la misma secuencia y difieren solo en la localizacion subcelular. La forma nuclear
parece participar en la condensacién de la cromatina. La Gpx4 mitocondrial participa en la
formacion de la capsula mitocondrial de los espermatozoides. La supresion del gen de Gpx4
resulta en letalidad embrionaria. Por lo tanto, considerando lo que se conoce hasta ahora, la
Gpx4 es importante en desarrollo embrionario, espermiogénesis y proteccion contra estrés
oxidativo (Burk y Hill 2010).

b. Tioredoxina reductasas (1.8.1.9) (TrxRs)

La enzima TrxR de mamiferos es una piridina dinucleétido disulfuro éxidoreductasa que
utiliza el aminoacido selenocisteina en la catalisis de la reduccién de la tioredoxina y una

variedad de moléculas pequefias. La figura 5 indica las funciones en las cuales se involucran
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a las TrxRs. Son proteinas diméricas, en las que cada mondmero incluye un grupo prostético
FAD, un sitio de union para el NADPH. Las TrxRs utilizan NADPH para catalizar la
conversion de tioredoxina oxidada a tioredoxina reducida y para reducir las formas oxidadas
de ascorbato en ascorbato reducido. La tioredoxina reducida proporciona equivalentes
reductores para tioredoxina peroxidasas, las cuales degradan peroxido de hidrogeno a agua,
para ribonucledtido reductasa, que a su vez reduce ribonucleotidos a desoxirribonucledtidos
para sintesis de ADN y para factores de transcripcion, lo cual conduce a su incrementada
union al ADN vy alterada transcripcion de genes. Adicionalmente las tioredoxinas

incrementan el crecimiento celular e inhiben la apoptosis (Mustacich y Powis 2000).
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Figura 5: Reacciones de actividad catalitica y funciones de TrxR en la célula

FUENTE: Modificado de Mustacich y Powis (2000).

Son tres TrxRs las que se encuentran en mamiferos. La TrxR1 citosoOlica, TrxR2
mitocondrial y una especifica en el testiculo: tioredoxina glutation reductasa. Las dos

subunidades de la enzima participan en la actividad de la enzima de una forma coordinada.
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Los electrones son transferidos desde NADPH via FAD al sitio activo disulfuro de TrxR, el
cual entonces reduce al sustrato. La TrxR1 y TrxR2 son esenciales para embriogénesis. La
funcion de la TrxR2 mitocondrial envuelve la proteccion del estrés oxidativo mitocondrial
y apoptosis durante la embriogénesis. La TrxR3 estd compuesta de dos subunidades con un
domino adicional de glutaredoxina. Esta enzima es expresada principalmente en células
germinales masculinas y se ha sugerido que tiene un rol en la maduracion del esperma ya
que influye en la formacion de uniones disulfuro en proteinas estructurales (Roman et al.
2014). La selenocisteina en la TrxR se ubica en la region carboxilo terminal de la proteina,

en el sitio activo en una secuencia de Gly-Cys-Sec-Gly.

c. lodo Tironina Deiodinasas (1.21.99.4) (DIOs)

Las iodotironina deiodinasas (o triyodotironina deiodinasas) son tres enzimas diméricas, con
dos subunidades idénticas. La DIO1 y la DIO3, se encuentran en membrana citosolica,
mientras que la DIO2 se encuentra en el reticulo endoplasmatico. También se ha reportado
una localizacién nuclear de las DIO2 y DIO3. Todas conservan un sitio activo de
aproximadamente 15 aminodcidos y entre estos el aminodcido selenocisteina, son
oxidoreductasas que participan en el metabolismo de hormonas tiroideas al catalizar la
activacion (DIO1, DIO2) o inactivacién (D103) de la tetraiodotironina (T4), triyodotironina
(T3) y triyodotironina reversa (rT3) (Figura 6). Estas hormonas tiroideas regulan varios
procesos metabolicos como metabolismo de lipidos, termogénesis, crecimiento, que son
esenciales para homeostasis, pero también para el desarrollo normal del cerebro fetal. Las
tres exhiben diferente distribucion en tejidos. La DIO1 se expresa principalmente en higado,
rifidn, tiroides y glandula pituitaria. La D102 se expresa en tiroides, sistema nervioso central,
glandula pituitaria y muasculo esquelético. La DIO3 se expresa en tejidos embriogénicos y
neonatales, por lo que es considerada una enzima fetal. Se asume que la DIO1 es responsable
de los niveles circulantes de T3, mientras que las DIO2 y DIO3 estan involucradas en la
regulaciéon local de procesos de deiodinacién. Sin embargo el rol relativo en estos
mecanismos aun no es entendido totalmente y parece variar dependiendo del estatus de

selenio y etapas de desarrollo (Roman et al. 2014).
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Actualmente esta claro que para mamiferos las DIO1 y DIO2 contribuyen a la produccion
de T3 plasmatica, pero su contribucion relativa varia entre especies. En ratas el 50% de T3
plasmatica deriva de T4 extra tiroidal. En humanos 80% es producida peri feralmente, D102
podria explicar la mayor produccion, en el musculo esquelético. En aves y reptiles
probablemente la DIO1 y DIO2 son responsables de los niveles circulantes de T3. Sin
embargo, la cantidad circulante de T3 es controlada no solo por su produccion, sino también
por su degradacién y en este proceso DIO3 juega el principal papel. Asimismo, se sugiere
que el mayor rol de DIO1 podria ser liberar rT3 y iodotironinas sulfatadas de la circulacion
y como tal funcionaria como una enzima que remueve iodotironinas inactivas y recicla yodo

dentro del organismo (Darras y Herck 2012).
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Figura 6: Reacciones catalizadas por las yodotironina deiodinasas

2.4, ESTATUS DE SELENIO

El estatus es un término que se refiere a la cantidad del nutriente bioldgica o potencialmente
activo en el cuerpo. El estatus nutricional se obtiene como producto del consumo, retencion
y metabolismo del nutriente. El estatus de selenio tiene cuatro componentes: consumo de
selenio, selenio en tejidos, excrecion y funcion de selenio. Los biomarcadores de selenio

pueden ser de dos tipos, marcadores que proporcionan informacion indirecta, basada en el
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nivel de selenio en el alimento, tejidos, orina 0 heces. Estos indicadores pueden indicar
cantidad de selenio potencialmente disponible para uso funcional, la probabilidad de
deficiencia o la probabilidad de efectos adversos de selenio, pero no evidencia directa de
estos estados. El segundo tipo de biomarcadores de selenio esta asociado a aquellos que
proporcionan informacién directamente de la funcion, por ejemplo actividad o concentracion
de enzimas (Combs 2015). Al respecto, Sunde y Raines (2011), distinguen tres tipos de
biomarcadores de estatus de selenio: moleculares, bioquimicos y quimicos. Un biomarcador
molecular puede ser un trascrito de ARNm, un biomarcador bioquimico la actividad o
concentracion de una enzima y un marcador quimico la concentracion de un elemento,

vitamina o metabolito.

Concentraciones de selenio en suero o plasma, reflejan el nivel actual de suplementacion y
son mas sensibles a cambios en administracion de selenio en periodos cortos de tiempo en
comparacién a concentraciones de selenio en sangre, que refleja el estatus de un periodo méas
largo de tiempo a causa de que el selenio es incorporado en los eritrocitos (en Gpx) durante
su formacion (eritropoyesis). La sangre total responde lentamente a cambios en la
suplementacién, con suplementacion se incrementa mas lentamente, sin suplementacion,
disminuye mas lentamente. Sin embargo, siempre la concentracion de selenio en sangre o
suero sera influenciada por el contenido de selenio en la dieta y la forma de selenio recibida.
Ademas, el contenido de selenio en sangre también difiere dependiendo de la edad y especie
animal y area geografica, la cual esta relacionada al contenido de selenio en el suelo y por

lo tanto en las plantas (Hosnedlova et al. 2017).

Respecto a los biomarcadores asociados a funcion de selenio, las mejor entendidas y mas
estudiadas son las selenoproteinas: glutation peroxidasas, tioredoxina reductasas,
iodotironina deiodinasas y selenoproteina P. En principio la medida de cualquiera de estas
selenoproteinas podria brindar informacion inmediatamente relevante sobre la funcion
fisiolégica de selenio como un nutriente esencial. Las que se han utilizado con mayor
frecuencia en estudios animales son las Gpx1 y Gpx3., las TrxRs y DIOs (Combs 2015). La
jerarquia en estas selenoproteinas indica que son susceptibles a deficiencia de selenio
dietario y que la Gpx1 y Gpx3 son menos jerarquicas que las DIOs y estas a su vez menos

jerarquicas que las TrxRs (Schomburg y Schweizer 2009). Sin embargo, se debe tener
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especial cuidado en la interpretacion y comparacion entre estudios de los resultados al medir
la actividad de estas selenoproteinas. Por ejemplo, la medida de actividad de Gpx en sangre
es un atil biomarcador de estatus de selenio, pero se puede encontrar sustancial
heterogeneidad en diversas publicaciones, esto debido al uso de varias unidades de medida
y en particular por una amplia variedad de métodos analiticos utilizados, por esta razén
usualmente los datos en la literatura no pueden ser comparados. Aproximadamente 98% de
la actividad de glutation peroxidasa en sangre esta a asociada a eritrocitos y cerca del 73%
del selenio en sangre estd contenido en componentes celulares de la sangre (Hosnedlova
etal. 2017).

2.5. SELENIO EN CUYES

Un nivel dietario de selenio de 0,15 mg/kg ha sido recomendado para cuyes, pero basado en
concentraciones establecidas para ratas (National Research Council 1995). Sin embargo,
Chaudhary et al. (2010), después de hacer una determinacion del efecto de la suplementacion
de 0,1, 0,2, 0,3 y 0,4 mSe/Kg de alimento de selenio orgénico, en cuyes crecimiento,
recomiendan un nivel mayor o igual a 0,2mg Se/kg de alimento, los autores mencionan que
la utilizacion de este nivel permitié un incremento en la tasa de crecimiento y una mejora en
la utilizacion de proteina. Posteriormente, Chaudhary et al. (2012), utilizando los mismos
niveles de selenio dietarios que Chaudhary et al. (2010), indica que la suplementacion con
selenito de sodio para alcanzar un nivel de 0,2mg Se/kg, no produjo mejoras en el

crecimiento ni utilizacién de nutrientes.

Al respecto, Mullo (2009), después de suministrar a cuyes en crecimiento que recibian una
racién comercial, 0,1, 0,2 y 0,3 mgSe/kg en forma de selenio organico suplementario,
recomienda el empleo de 0.1ppm de selenio organico (como suplemento), aun cuando no se
observaron mejores ganancias de peso, considerando que se obtendria una mayor
rentabilidad en comparacion con los otros niveles suministrados. Al respecto, Jensen y
Pallauf (2008), después de estimar los requerimientos de selenio en cuyes en etapa de
crecimiento, suministrando niveles de 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 y 0,25 mgSe/kg de dieta en

forma de selenato de sodio, indicaron que no se encontraron diferencias significativas en
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ganancia de peso ni conversion alimenticia entre los animales de los diferentes grupos al
final del experimento, pero se tomaron en cuenta marcadores funcionales como actividad de
glutation peroxidasa en corazon y de tioredoxina reductasa en rifion, para recomendar el
empleo de un nivel de 0,08 mg de selenio por kilogramo de alimento, para cubrir los

requerimientos de cuyes en crecimiento.

Los autores Jensen y Pallauf (2008), Mullo (2009), Chaudary et al. (2010) y Chaudhary et
al. (2012), recomiendan niveles de selenio dietario entre 0,08 y 0,2mg Se/kg de alimento,
para cuyes en crecimiento, considerando fuentes organicas y/o inorganicas., pero solo
Chaudary et al. (2010), indica que la utilizacion del nivel de 0,2 mg Se/kg como selenio
organico, permitio un incremento en la tasa de crecimiento y una mejora en la utilizacion de
proteina. Asi mismo, Mullo (2009), menciona que en otras etapas no es recomendable la
suplementacién con selenio, pues ademas de no mejorar pardmetros evaluados, afecta la
vitalidad de crias lactantes y la rentabilidad. Sin embargo, la autora menciona que los niveles
empleados de proteina en las raciones fueron bajos (14% para crecimiento y 16% para

gestacion-lactancia) y pudieron repercutir en los resultados obtenidos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

La prueba con animales se realizd entre los meses de abril a junio del afio 2018, en la Granja
de Animales Menores, perteneciente al Programa de Investigacion y Proyeccion Social en
Animales Menores de la Facultad de Zootecnia de la Universidad Nacional Agraria La

Molina.

Los anélisis de selenoproteinas se realizaron entre los meses de junio a octubre del mismo
afio en el Laboratorio de Bioanalisis y Quimica Biologica del Departamento de Quimica y
el Laboratorio de Micologia y Biotecnologia “Marcel Gutierrez Correa”, ambos de la
facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

El analisis proximal de la dieta fue realizado por el Laboratorio de Evaluacion Nutricional
de Alimentos (LENA) de la Universidad Nacional Agraria “La Molina”. Los andlisis de
selenio total en alimento, sangre, masculo y cuerpo fueron realizados por la empresa Intertek
Testing services Pert (A.O.A.C. 2006).

La temperatura y humedad relativa fueron anotadas diariamente con un termohigrometro
colocado cerca de las jaulas de los animales. Durante el periodo experimental la temperatura
minima fue de 18,3 °C y la méaxima de 24 °C, la humedad relativa minima fue 64,3 % y la

méaxima 78,7%.

3.2 TRATAMIENTOS

El experimento se realiz6 con tres tratamientos.
e Tratamiento 1 (T1), control, dieta basal, con un contenido de 0,1 mg de selenio/kg

de alimento.



e Tratamiento 2 (T2) constituido por la dieta basal y adicion de selenio levadura (0,07
mg Se/ kg) de tal forma que el alimento alcanzd una concentracion de 0,17 mg de
selenio/kg.

e Tratamiento 3 (T3) constituido por la dieta basal y adicion de selenio levadura (0,14
mg Se/ kg) de tal forma que el alimento alcanz6 una concentracion de 0,24 mg de

selenio/kg.

3.3 ANIMALES

Se utilizaron 33 cuyes machos de la granja de Cieneguilla, destetados de 12 dias de edad,
con peso promedio de 258 + 35¢. El periodo de adaptacion tuvo una duracion de 14 dias,
durante esta etapa, los animales fueron alojados en 3 pozas de cemento (11 animales en cada
una) y recibieron el alimento sin suplemento de selenio y agua envasada La Molina. Al
término de este periodo, los animales fueron distribuidos al azar en los tratamientos,
colocéndose en sus respectivas jaulas individuales (Figura 7), utilizando la técnica del
muestreo estratificado (Otzen y Manterola 2017). En las jaulas individuales contaron con
comedero tipo tolva y bebedero automatico. Los animales tuvieron libre acceso al alimento
correspondiente y al agua. Las bandejas colectoras de heces y orina se limpiaron
diariamente. Al finalizar la quinta semana en las jaulas, fueron sacrificados y se procedié a

tomar muestras para hacer las mediciones.

Figura 7: Jaulas utilizadas para alojar a los animales durante el periodo experimental
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3.4. ALIMENTACION

La dieta basal se prepar6 como con adicién de vitamina C, de manera que no fue necesario
proporcionar forraje a los animales. El alimento para cada tratamiento se preparé en la Planta
de Alimentos del Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Alimentos de la
Universidad Nacional Agraria La Molina. Los insumos fueron pesados en una balanza digital
(precisién 0,01 g). Inicialmente se prepar6é el alimento sin premezcla de vitaminas y
minerales y se dividié en tres partes iguales. A cada una de estas partes se le agregéd la
premezcla de vitaminas y minerales correspondiente, se mezclé y separé en sacos
diferenciados para obtener pellets de 4,5mm de didmetro y 12mm de longitud. En la Tabla
1 se indica la composicidn porcentual de la dieta basal, en la Tabla 2 el valor nutricional
calculado de los alimentos utilizados para cada tratamiento, en la Tabla 3 la composicion de
las premezclas y en la Tabla 4 el analisis proximal de la dieta basal (A.O.A.C 2005). Este
altimo fue realizado por el Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos (LENA) del

Departamento Académico de Nutricion de la Facultad de Zootecnia, de la UNALM.

La Tabla 5 indica los contenidos de selenio logrados en cada alimento utilizado en cada
tratamiento. Para la obtencion de las muestras a analizar se tomaron en cuenta las
consideraciones mencionadas por Wong (2016). El contenido analizado en el alimento fue
el esperado de acuerdo a la cantidad de selenio agregada. La fuente de selenio utilizada fue
una levadura selenizada (Anexo la) y se agreg0 en cantidad necesaria a cada premezcla de
vitaminas y minerales. Las premezclas fueron preparadas en la planta de produccién de
premezclas de Montana S.A., situada en Santa Anita. Durante toda la etapa experimental se
les proporciono agua envasada La Molina, la misma que fue colocada en los envases que
abastecian los bebederos y cuyo contenido de selenio fue menor al limite de deteccion (0,018

mg/Kag).
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Tabla 1: Composicion porcentual de la dieta basal (tal como ofrecido)

Componentes (por ciento)

Almidon 22,00
Maiz molido 32,00
Aceite de girasol 5,00
Harina de alfalfa 18,00
Caseinato de calcio 14,00
Celulosa solka floc 4,93
Carbonato de calcio 0,20

Fosfato monobasico de calcio 1,60

Arginina 0,60
Premezcla sin selenio 0,10
Anti micético® 0,20
Anti oxidante® 0,20
Vitamina C° 0,07
Cloruro de colina 0,10
Sal comdn 1,00
Total 100,00
a Zoamicost
® Antoxplus

¢ Rovimix (acido ascorbico minimo 35%)
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Tabla 2: Valor nutricional calculado de los alimentos utilizados

TRATAMIENTOS

Nutrientes T1 T2 T3

Energia digestible cuyes, Mcal/kg 3181 3181 3181
Proteina, % 17,64 17,64 17,64
Fibra, % 9,78 9,78 9,78
Calcio, % 0,80 0,80 0,80
Fosforo total, % 0,40 0,40 0,40
Sodio, % 0,20 0,20 0,20
Metionina, % 0,60 0,60 0,60
Treonina, % 0,60 0,60 0,60
Lisina, % 1,20 1,20 1,20
Arginina, % 1,20 1,20 1,20
Acido ascorbico, mg/100g 24,50 24,50 24,50
Selenio, mg/kg 0,10 0,17 0,24
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Tabla 3: Composicion de las premezclas

TRATAMIENTOS

Elemento Unidades T1 T2 T3
Vitamina A Ul 5 000 000,000 5000 000,000 5 000 000,000
Vitamina D Ul 650 000,000 650 000,000 650 000,000
Vitamina E ul 15 000,000 15 000,000 15 000,000
Vitamina B1 (tiamina) g 1,000 1,000 1,000
Vitamina B12

(cianocobalamina) g 0,006 0,006 0,006
Vitamina B2 (riboflavina) g 2,000 2,000 2,000
Vitamina B3 (niacina) g 15,000 15,000 15,000

Vitamina B5 (acido

pantoténico) g 6,000 6,000 6,000
Vitamina B6 (piridoxina) g 1,500 1,500 1,500
Vitamina B9 (acido félico) g 0,500 0,500 0,500
Vitamina H (Biotina) g 0,050 0,050 0,050
Vitamina K3 g 1,500 1,500 1,500
Cobre g 5,000 5,000 5,000
Hierro g 25,000 25,000 25,000
Manganeso g 50,000 50,000 50,000
Yodo g 0,500 0,500 0,500
Zinc g 50,000 50,000 50,000
Antioxidante veterinario g 20,000 20,000 20,000
Selenio levadura* g 0 33,050 66,100
Excipientes csp kg 0,500 0,500 0,500

*Selplex (1 059 mg Se/kQ)
FUENTE: Montana SA
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Tabla 4: Andlisis proximal de la dieta basal

Componentes Porcentaje
Humedad 10,41
Proteina total 16,67
Extracto etéreo 2,91
Fibra cruda 5,06
Ceniza 5,42
Extracto libre de nitrogeno 59,53

FUENTE: Laboratorio de Evaluaciéon Nutricional de Alimentos de la Facultad de
Zootecnia. UNALM

Tabla 5: Contenido de selenio en los alimentos utilizados (mg/kg)

Tratamientos Selenio estimado Selenio analizado
mg/Kg (tal como ofrecido)  mg/Kg (tal como ofrecido) *

T1 0,1 0,103 + 0,0083

T2 0,17 0,170 + 0,007

T3 0,24 0,243 +£0,014

FUENTE: Intertek Pert (A.O.A.C. 2006)

*Valores promedio +SD. n=3

3.5 MEDICIONES

3.5.1 Ganancia de peso y consumo

Cada animal recibi6 en forma individual el alimento correspondiente y el residuo se peso
diariamente en una balanza digital (precision 0,1 g). Los animales se pesaron cada siete dias
a las 8 am (previo al suministro de alimento) en una balanza digital (precision 0,1 g), durante

las cinco semanas que permanecieron en las jaulas.
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3.5.2 Andlisis de laboratorio

a. Toma de Muestras

Los animales fueron adormecidos con cloroformo en una cabina y una vez dormidos se les
tomo6 muestras de sangre a través de una puncion al corazéon. Seguidamente, se procedid con
una dislocacion cervical. Una vez muertos, se procedio a tomar muestras de higado, rifion y
musculo (Nogales et al. 2013, Behne et al. 2009).

Se colectaron dos muestras de aproximadamente 2ml de sangre por animal, en tubos
heparinizados, una para andlisis de contenido de selenio y la otra para determinacién de
actividad de glutation peroxidasa. Para la determinacion de contenido de selenio, las
muestras fueron refrigeradas a 4 °C y transportadas a Intertek para su analisis. Para la
determinacion de actividad de glutation peroxidasa en plasma, las muestras fueron
inmediatamente centrifugadas a 1000 g a 4 °C por 20minutos (Bertinato et al. 2007). Las
muestras de plasma asi obtenidas, fueron separadas de los componentes celulares en viales
criogénicos y almacenadas a -80 °C para su posterior analisis. Los componentes celulares se
diluyeron con agua destilada en proporcion de 1:4 y se centrifugaron a 4 500 g por 15 min
(Pleban et al. 1982), el hemolizado obtenido se almacené en crioviales a -80 °C hasta su

analisis.

Se aislaron el l6bulo hepatico, rifidn y cuadriceps femoral derecho de cada animal. Se
sumergieron en CINa 0,9% para remover sangre residual y seguidamente se guardaron en
viales criogénicos. Las muestras de higado y rifién se almacenaron a -80 °C para su posterior

analisis (Jensen y Pallauf 2008).
El cuerpo (en bolsas selladas) y la muestra de tejido muscular de cada animal (cuadriceps

femoral), fueron congeladas a 4 °C e inmediatamente transportadas a Intertek para el analisis

de selenio.
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b. Determinacién de Selenoproteinas

Preparaciéon de homogeneizados de higado y rifidn

Para preparar los homogeneizados de higado y rifion para la determinacién de actividad
enzimatica de glutatién peroxidasa, se descongelaron las muestras sobre hielo, una vez
descongeladas, se pesé 0.5 g de tejido al cual se agregd 4ml de buffer triz 20 mM, de pH 7,4
conteniendo 0,25 moles por litro de sacarosa. Se utilizé un homogeneizador de vidrio tipo
Potter-Elvehjem. EI homogeneizado se centrifug6 a 10 000 g por 15 minutos a 4 °C (Lei et
al. 1995), el sobrenadante se separé y procedié inmediatamente a realizar las medidas

respectivas de actividad enzimatica y concentracion de proteinas.

El homogeneizado para la determinacién de actividad de tioredoxina reductasa en higado se
prepard descongelando el tejido sobre hielo, se pes6 0,5 g de higado, se agreg6 4 ml de buffer
fosfato 100 mM de pH 7, EDTA 10 mM, conteniendo inhibidor de proteasa sigma (numero
de catdlogo P8340), se utiliz6 un homogeneizador de vidrio tipo Potter-Elvehjem, el
homogeneizado se centrifugd a 10 000 g por 15 minutos a 4 °C (adaptado de Lei et al. 1995,
Arnér et al. 1999, Hill et al. 1997).

Para la preparacién de los homogeneizados de higado para la determinacion de iodotironina
deiodinasa tipo I, se descongelo el tejido sobre hielo, se pesd 0,5 g de tejido al cual se agregd
4ml de buffer fosfato 10 mM de pH 7,4, conteniendo 137 mM Cl,Ca y 2,7 mM CIK. se
homogeneiz6 en un homogeneizador de vidrio tipo Potter-Elvehjem, centrifugandose a
10000g por 15 minutos a 4 °C (adaptado de Cammack et al. 1995).

Actividad de glutatién peroxidasa

La actividad de glutation peroxidasa dependiente de selenio, fue determinada utilizando un
kit comercial de Sigma Aldrich (nimero de catdlogo CGP1), el mismo que utiliza una

determinacién indirecta, basada en la oxidacion de glutation catalizada por la enzima
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glutation peroxidasa y la regeneracion de glutation reducido (GSH), utilizando glutation
reductasa (GR) y nicotinamida dinucleétido fosfato reducido (NADPH).

GPx
2GSH + ROOH —— "= GSSG + ROH + H20

GR
GSSG + NADPH+H" —— 2GSH+ NADP*

La formacion de GSH es monitoreada mediante la disminucion en absorbancia a 340nm
producida por el consumo de NADPH a 25 °C. La diferencia en el consumo de NADPH
entre el blanco y la muestra determinan la actividad enzimatica de glutation peroxidasa. Se
utilizé un espectrofotémetro Genesys 10s UV- Visible con Peltier, el mismo que permitié
medir la disminucidn en absorbancia a través de un programa cinético. Una unidad de
glutation peroxidasa causa la formacion de 1 umol de NADP™ a partir de NADPH por minuto
a 25 °C (Lawrence y Burk 1976).

Para la determinacion de actividad de glutation peroxidasa dependiente de selenio en plasma
y hemolizado se utiliz6 como sustrato el hidroperdxido de terc-butilo y buffer Triz de pH 8.
Para la determinacion de actividad de glutation peroxidasa dependiente de selenio en higado
y rifidén se utilizaron los sobrenadantes respectivos de cada homogeneizado y H2O2 como
sustrato. En este caso se inhibid la actividad de catalasa al agregar NaN3 1mM. Asimismo,
el pH del buffer fue ajustado a 7 con HCl ya que a un pH mayor a 7 podria haber una reaccién
espontanea entre el perdxido de hidrogeno con el glutatién reducido (Lawrence y Burk
1978).

La actividad de glutation peroxidasa en plasma higado y rifién se expreso en términos de
actividad especifica (unidades de enzima por miligramo de proteina), para lo cual se
determiné la concentracion de proteina en las muestras empleando el método de Biuret,
utilizando albimina sérica bovina como estandar (Anexo Il) (Peters, Biamonte y Doumas
1982). Para expresar la actividad de Glutation peroxidasa en eritrocitos se hizo la

determinacion de hemoglobina en el Laboratorio de Quimica Bioldgica y Bioanalisis del
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Departamento de Quimica de la Universidad Nacional Agraria La Molina, mediante el kit

de la empresa Valtek Diagnostics (181122).
Actividad de tioredoxina reductasa

La actividad de Tioredoxina Reductasa (TrxR) fue determinada utilizando un kit comercial
de Sigma Aldrich (nimero de catdlogo CS0170), basado en la reduccion de 5,5’-Di Tiobis
(2- Nitro Benzoico (DTNB) al acido 5- Tionitro Benzoico (TNB) a expensas de la oxidacion
de NADPH. El TNB es de color amarillo y se puede medir a 412 nm. Se utiliz6 un
espectrofotdmetro Genesys 10s UV- Visible con Peltier, el mismo que permitié medir la
absorbancia a través de un programa cinético. Una unidad de tioredoxina reductasa es
equivalente a una micromol de DTNB oxidado por minuto, cuando se mide a 412 nm, 25 °C
y pH 7 (Hill et al. 1997).

TrxR

DTNE ) 2TNB

NADPH+ H* NADP*

La actividad de tioredoxina reductasa en higado se expresé en términos de actividad
especifica (unidades de enzima por miligramo de proteina). La concentracion de proteinas
en las muestras, se determin6 empleando el método de Biuret, (Peters, Biamonte y Doumas

1982) (curva estandar, anexo I1).
Determinacion de lodotironina deiodinasa tipo |

La determinacion de lodotironina Deiodinasa tipo |1 (DIO1) se realizd6 mediante un kit

comercial de MyBiosource (nimero de catdlogo MBS064571). La determinacion se basa en
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una técnica de Elisa Sandwich que permite determinar el nivel de deiodinasa tipo | en la
muestra de homogeneizado de higado. La cantidad de iodotironina deiodinasa tipo | se
expresd en picogramos por miligramo de proteina. Para el anélisis se utilizé un
espectrofotdbmetro para microplacas Epoch 2 de Biotek. La curva estandar preparada y

utilizada para este analisis se presenta en el Anexo IlI.

c. Determinacién de contenido de selenio

Los analisis de selenio en alimento, sangre, musculo y cuerpo, se realizaron en Intertek
Testing Services Peru, utilizando un espectroscopio de absorcion atomica (AAS), marca
Perkin Elmer, modelo AAnalyst 400 y Sistema de Analisis por Flujo de Inyeccion (FIAS)
para AAS, marca Perkin Elmer, modelo FIAS 100 (A.O.A.C. 2006).

3.6. DISENO ESTADISTICO

Se utilizé un Disefio Completamente Randomizado con 3 tratamientos y 11 réplicas por
trtamiento, para determinar el efecto de la suplementacion con selenio sobre ganancia de
peso, consumo de alimento, conversion alimenticia, contenido de selenio y las diferentes

selenoproteinas, en la etapa de crecimiento de cuyes, descrito por (Kuehl 2001).

El andlisis de varianza de los datos se realizd con el programa Statistical Analysis System
(SAS 2002) y para la comparacion de medias se utilizo la prueba de Tukey (Kuehl 2001).

El modelo aditivo lineal fue el siguiente:

Yijk=H + Ti + €ijk

Donde:

Yij= observacién experimental.

M = media general.
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Oli = efecto del i-ésimo tratamiento

Eij = efecto de la j-ésima unidad experimental a la que se aplico el i-ésimo

tratamiento (error experimental)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. GANANCIA DE PESO, CONSUMO Y CONVERSION ALIMENTICIA

La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos para ganancia de peso, consumo de alimento y
conversion alimenticia. No se encontraron diferencias (p> 0,05) entre tratamientos. Los
resultados obtenidos para ganancia de peso y conversion alimenticia son similares o mejores
a los reportados en otros trabajos en cuyes en crecimiento de la granja de Cieneguilla y de
otras granjas (Reynaga 2018, Bernaola 2018, Garcia 2017, Huamani 2015, Carbajal 2015,
Condori 2014, Nakandakari 2013, Vignale 2010), de manera que las dietas empleadas

permitieron un crecimiento acorde a lo esperado para cuyes en crecimiento.

Estos resultados coinciden con los reportados por Jensen y Pallauf (2008), quienes no
encontraron diferencias significativas en consumo, ganancia de peso Yy conversion
alimenticia en cuyes en crecimiento, que recibieron por 10 semanas, dietas con diferentes
niveles de selenio en forma de selenato de sodio (basal<0,02, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 y 0,25 mg
Se/ kg alimento). Asimismo, Chaudhary et al. (2012), utilizando dietas con 0,1, 0,2, ,.3y 0,4
mg Se/kg, (como selenito de sodio), no encontraron diferencias significativas en ganancia
de peso y consumo de alimento. Igualmente, en cuyes en crecimiento que recibieron selenio
organico suplementario en niveles de 0,1, 0,2 y 0,3 mg Se/kg, tampoco se encontraron
diferencias en consumo, ganancia y conversion alimenticia (Mullo 2009). Sin embargo,
Chaudhary et al. (2010) al proporcionar a cuyes en crecimiento, durante 10 semanas dietas
con cuatro diferentes niveles de selenio (0,1, 0,2, 0,3 y 0,4 mg Se/kg alimento) como selenio
organico (selenio levadura), no encontraron diferencias significativas en consumo de
alimento y conversion alimenticia entre tratamientos, pero las ganancias de peso promedio
total y diarias, fueron significativamente mas altas en los grupos que recibieron 0,2y 0,3 mg

Se/kg comparadas al grupo control (0,1 mg Se/kg).



Tabla 6: Ganancia de peso, consumo y conversion alimenticia de los animales

T1 T2 T3
0,1 mgSe/kg 0,17 mgSe/kg 0,24 mgSe/kg

Peso inicial promedio g (edad:26dias) 406,3% +38,6 404,02 £38,1 408,92 +37,4
Peso final promedio g (edad: 61dias) 902,0%+163,2 942,5%+174.,9 859,12+150,7
Ganancia de peso total por animal g 495,72+151,3 538,42+162,1 450,22+151,2
Ganancia de peso diaria por animal g 14,6844 15,82+4,8 13,2844
Consumo total por animal g 1394,9%+267,6 1569,72+306,7 1317,5%+255,2
Consumo diario por animal g 41,0%+7,9 46,22+9,0 38,72+7,5
Conversion Alimenticia 2,82+0.6 2,9%+0,8 2,9%+1.8

Valores promediox SD, n =11

@ Promedios con letras iguales en las filas indican que no existen diferencias estadisticas (P>0,05)

Resultados en otras especies, muestran una tendencia similar, es decir se observan
diferencias significativas entre animales que reciben dietas con diferentes niveles de selenio
dietario solo en el caso que entre las dietas utilizadas se encuentren aquellas sin selenio o
con niveles menores o iguales a 0.01 mg Se/kg. Entre estas especies podemos encontrar,
ovinos (Kumar et al. 2008), pavos (Fischer et al. 2008, Taylor y Sunde 2016, Taylor et al.
2018), pollos (Bakhshalinejad et al. 2017, Liu et al. 2015, Boostani et al. 2015, Wang y Xu
2008, Wang et al. 2016, Choct et al. 2010) y terneros (Wichtel et al. 1996).

En términos generales, puede afirmarse que, a diferencia de estudios iniciales con selenio,
los requerimientos actuales, tomando en cuenta solo crecimiento o prevencion de
enfermedades, son menores a 0,01 mgSe/kg dieta, pues se utilizan crias de madres
alimentadas con dietas que contienen un adecuado suministro de selenio, suplementadas con
vitamina E y aminoacidos azufrados. Sin embargo, los requerimientos de selenio obtenidos

con marcadores bioquimicos son més altos que los requerimientos basados en prevencion de
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enfermedades o mantenimiento del crecimiento (Sunde y Raines, 2011). Por lo tanto, la
respuesta a diferentes niveles selenio dietario, depende del estatus inicial del mismo (bajo o
alto) y el crecimiento puede ser influenciado indirectamente por la deficiencia de selenio.
Asimismo, los diferentes efectos de selenio sobre el rendimiento animal podrian estar
relacionados al alimento, medio ambiente, nivel, si cubre o no el requerimiento y fuente de
selenio (Mehdi y Dufrasn 2016). Adicionalmente, las condiciones de produccion podrian
afectar, es decir, si se trata de un experimento en el cual la temperatura, humedad y patdgenos
medio ambientales, son estrictamente controlados (es decir, condiciones experimentales
donde hay poco o nada de estrés), o condiciones de campo, en las que siempre los
requerimientos deberian ser mayores a causa de los mayores factores de estrés (Han et al.
2018).

4.2. SELENOPROTEINAS

4.2.1 Actividad de glutation peroxidasa

La Tabla 7 muestra la actividad de glutatién peroxidasa (Gpx) dependiente de selenio en
plasma, eritrocitos, higado y rifion. No se encontraron diferencias significativas (P>0,05)
entre tratamientos en actividad de Gpx en plasma (glutation peroxidasa 3), Gpx en higado
(glutation peroxidasa 1), Gpx en rifion (glutation peroxidasa 1). La actividad de glutation
peroxidasa en eritrocitos fue significativamente mayor (P<0,01) para los Tratamientos 2y 3

con respecto al 1, pero no se encontraron diferencias entre los Tratamientos 2 y 3 (P>0,05).

Aunque la medida de actividad de glutation peroxidasa es un biomarcador util del estatus de
selenio, existe diversidad en varias publicaciones y variabilidad considerable en los valores
inclusive dentro de una misma especie. Esto debido al uso de varias unidades de medida y
en particular a la variedad de métodos analiticos utilizados. Por esta razdn, los datos en la
literatura usualmente no pueden ser comparados (Hosnedlova et al. 2017). Aunque no se
puede comparar valores de actividad de Gpx entre publicaciones, si es notorio que existe una
respuesta similar entre especies, es decir la actividad se incrementa en respuesta a la
suplementacion de selenio, en comparacion a dietas deficientes del mismo. Este incremento

es notorio hasta alcanzar una meseta, en actividades de Gpxs dependientes de selenio en
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higado, rifidon y plasma en pavos, pollos, ratas, ratones y ovinos (Sunde et al. 2016).

Tabla 7: Actividad de Glutation peroxidasa en plasma, eritrocitos, higado y rifidn

Tl T2 T3
0,1 mg Se/kg 0,17 mg Se/kg 0,24 mg Se/kg

Actividad Gpx Plasma* mU/mg 4492+ 134 40,32+135 395%+7,0
Actividad Gpx eritrocitos** mU/mg ~ 222,9° +14,1 273,32 450,2 275,62+ 22,5
Actividad Gpx Higado* mU/mg 21,72+ 3,0 22,7+ 39 225%+4,1

Actividad Gpx Rifion* mU/mg 529%+8,7 55,78+9,5 57,1£2%7,7

*Valores promediox SD, n =11
**Valores promedio+ SD,n =7
abpromedios con letras diferentes en las filas expresan diferencias altamente significativas (P< 0,01)

lunidad es lumol NADPH oxidado/min-mg proteina

Resultados similares a los reportados en el presente trabajo obtuvieron Gu et al. (1998), en
cuyes en crecimiento, que recibieron diferentes niveles de selenio dietario en forma de
selenometionina (0,7, 1,2, 1,7, 2,7, 4,7, 6,7 y 8,7 mgSe/kg) no encontrando diferencias
significativas en la actividad de glutation peroxidasa en higado, rifién y plasma y reportando
tan solo diferencias significativas a un nivel de suplementacion (2,7 mg Se/Kg) para
glutation peroxidasa en eritrocitos. Asimismo, Jensen y Pallauf (2008), con el objetivo de
determinar el requerimiento de selenio, probaron en cuyes en crecimiento dietas conteniendo
0, 0,05, 0,1, 0,15, 0,20 y 0,25 mgSe/kg, observando diferencias significativas para actividad
de glutation peroxidasa en plasma, higado y rifion solo entre las dietas sin selenio 0 mgSe/kg
y aquella conteniendo 0,05 mgSe/kg., esta Gltima y las otras dietas con mayores contenidos
de selenio permitieron un comportamiento similar para la actividad de las enzimas antes

mencionadas. Al respecto, cuyes en crecimiento que recibieron dietas con diferentes niveles
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de selenio en forma de selenato de sodio (deficiente < 0,02; 0,05 y 0,2 mg Se/kg) no
presentaron diferencias significativas (P>0,05) entre dietas, para actividad de glutation
peroxidasa en plasma, pero si (P<0,05) para actividad de glutation peroxidasa en higado y

solo entre los niveles 0,02 y 0,05 mgSe/kg de dieta (Bertinato et al. 2007).

Asimismo, en cuyes alimentados con dietas deficientes en selenio (0 mgSe/kg dieta) y
suplementados con selenato de sodio (0,5 mgSe/kg dieta) se observaron diferencias
significativas en actividad de Gpx en higado (Hill et al. 2009) y en plasma (P<0,05) (Hill
et al. 2001). Sin embargo Sirota, (2010), no encontro diferencias significativas en Gpx en
higado en cuyes recibiendo una dieta no deficiente en selenio y suplementada a dos niveles
(0,012 y 0,025mg Se/kg de dieta como selenio levadura) pero si para actividad de Gpx de

rifidn, la misma que fue menor para los animales suplementados con selenio (P<0,05).

En el presente experimento, no se observaron diferencias entre tratamientos en la actividad
de las enzimas glutatién peroxidasas en plasma, higado y rifion por que el nivel de selenio
del Tratamiento 1 (0,1 mgSe/kg alimento) aparentemente, permite que alcancen su maxima
actividad. En estudios anteriormente citados para cuyes se observa efecto significativo en
respuesta a la suplementacién solamente al comparar raciones sin selenio con aquellas
suplementadas (Burk et al. 1981, Hill et al. 2001, Hill et al. 2009). Al respecto, en un meta-
analisis de 15 articulos cientificos, acerca del efecto de la suplementacion con selenio sobre
la actividad de Gpx en distintas especies como ratas y aves, se pudo observar que cuando se
parte de una dieta basal con aporte normal de selenio no hay efecto de la suplementacion
sobre la actividad de la Gpx, probablemente debido a que con el aporte normal de selenio se
obtiene una mejor estabilidad oxidativa y no hay mayor necesidad de sintesis de la enzima
antioxidante. Sin embargo, cuando se parte de una dieta deficiente en selenio, se ve
claramente el efecto de la suplementacién de la dieta sobre la actividad de glutation
peroxidasa (Alberro 2013). Resultados en este mismo sentido son reportados para para
caballos (Calamari etal. 2009), para ovinos (Humann-ziehank etal. 2013), pollos
(Bakhshalinejad et al. 2017, Wang y Xu 2008, Wang et al. 2011), gallinas (Han et al. 2018,
Meng et al. 2018), pavos (Taylor et al. 2018, Taylor y Sunde 2016, Fischer et al. 2008),
vacas (Gong y Xiao 2018), cabras (Chung et al. 2007), cerdos (Chavez 1979) e inclusive

para humanos (Thomson 2004).
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Aunque la actividad de las enzimas analizadas es sensible a contenido dietario de selenio,
estd asociada a una jerarquia. Asi, la enzima Gpx citosolica (Gpx 1) dependiente de selenio
es mas sensible a cambios dietarios de selenio, porque se encuentra en el menor nivel de
jerarquia de las selenoproteinas. La jerarquia implica que el suministro de selenio para los
tejidos y dentro de cada tejido para las selenoproteinas es diferente, especialmente cuando
hay deficiencia de selenio. Algunas selenoproteinas desaparecen rapidamente, mientras que
otras permanecen estables, hasta que la deficiencia se vuelve mas seria. Por lo tanto, aquellas
selenoproteinas que desaparecen rapidamente se encuentran en un nivel bajo en la jerarquia,
mientras que las que permanecen estables se encuentran en niveles mas altos (Behne y
Kyriakopoulos 2001, Sunde 2012). La enzima Gpx 1 se expresa en el citosol y se encuentra
en higado, rifidn, eritrocitos entre otros en el nivel mas bajo de jerarquia. La Gpx plasmatica

(Gpx 3) también se encuentra en un nivel jerarquico bajo, pero antes que la Gpx1.

De acuerdo a lo descrito en articulos anteriormente mencionados y tomando en cuenta los
resultados obtenidos, la carencia en incremento en la actividad de Gpx en higado y rifion y
plasma al incrementar el nivel de selenio en la dieta, podria ser un indicativo de que la
cantidad de selenio en la dieta del tratamiento 1 fue suficiente para reunir las necesidades de
selenio en la dieta de estos animales. Sin embargo, es necesario considerar que la carencia
de selenio en cuyes (contenido menor o igual a 0,02 mgSe/kg dieta), causa una caida en la
actividad de glutation peroxidasa dependiente de selenio en higado y en rifién, no tan
pronunciada como en ratas u otras especies, porque el contenido de estas enzimas en cuyes
representan solo el 6% de las que se encuentran en ratas (Burk et al. 1981; Himeno et al.
1993), o es casi imperceptible o nulo cuando se mide en higado y rifién, comparada a ratas,
ratones y hamsters (Igarashi etal. 1983, Tappel et al. 1982), asimismo, la actividad de
glutation peroxidasa dependiente de selenio en plasma, podria ser mas resistente a la
reduccion en deficiencia de selenio que en ratas (Cammack et al. 1995) y la medida de esta
enzima en higado podria no ser una medida tan sensitiva de deficiencia de selenio en cuyes
(Burk et al. 1981).

Al analizar los resultados obtenidos para Gpx en eritrocitos, observamos diferencias
significativas entre el tratamiento 1 en comparacién con los tratamientos 2 y 3 (P<0,05). Los
resultados indicarian que un nivel de selenio dietario de 0,17 mgSe/kg de alimento,

permitiria cubrir las necesidades para funcion de esta enzima. Resultados similares son
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reportados por Jensen y Pallauf (2008), para Gpx en eritrocitos, quienes indican diferencias
(P<0,01) entre cuyes en crecimiento que recibieron 0.1 con los que recibieron 0,15 y 0,20
mgSe/kg dieta, sin encontrar diferencias entre estos dos ultimos niveles (niveles y resultados
muy parecidos a los utilizados en el presente trabajo). Contrariamente a lo que ocurre con
Gpx de higado y rifion, la actividad de Gpx de eritrocitos en cuyes, es similar a la que se
encuentra en ratas o ratones (Himeno et al. 1993). Una posible explicacion podria ser la
necesidad de un antioxidante en los eritrocitos, que transportan oxigeno, que son susceptibles
por lo tanto a estrés oxidativo y no cuentan con un sistema compensatorio como ocurre en
el caso de higado y rifién en cuyes, en los que se encuentra la enzima Gpx no dependiente
de selenio con una actividad tan alta como en ratas o ratones, que puede actuar como una
defensa contra hidroperoxidos organicos. Adicionalmente en higado de estos animales, la
enzima catalasa es 2 a 3 veces mas alta comparada a ratas y se encuentra en el citosol
principalmente, a diferencia de ratas en las que se encuentra en peroxisomas; permitiendo
por lo tanto, un rol compensatorio para eliminacién del peréxido de hidrogeno especifico y

diferente a otras especies (Himeno et al. 1993).

Al respecto, Sunde et al. (2016), mencionan que la actividad de Gpx dependiente de selenio
en eritrocitos podria ser dificil de interpretar, a causa de su continuo incremento con selenio
dietario, por encima del punto de quiebre en las curvas de respuesta comparadas a Gpx
plasmatica o de higado o rifién., en especies como aves, pollos, ratas, ratones, ovinos a
diferencia de pavos en los que la respuesta si muestra una meseta bien definida. Sin embargo,
en ovinos, la actividad de Gpx en eritrocitos representa el 97,3 % de la actividad total en
sangre, por lo que representa un analisis mas significativo comparado a la actividad de Gpx
plasmética (2,7% de la actividad sanguinea total) (Humann-ziehank et al. 2013). En el
mismo sentido, Mass et al. (1992), mencionado por (Hosnedlova et al. 2017) afirman que
considerando que aproximadamente el 98% de la actividad de Gpx en sangre esta asociada
a eritrocitos, que el 73 % de selenio esta contenido en componentes celulares sanguineos y
que los eritrocitos bovinos contienen solo Gpx dependiente de selenio, la actividad en sangre
0 eritrocitos son excelentes indicadores de estatus de selenio a largo tiempo en vacunos.
Aparentemente, los cuyes serian una especie con caracteristicas relativamente similares en
cuanto a contener mayor contenido de Gpx dependiente de selenio en eritrocitos que en
plasma y adicionalmente al tener la particularidad que el contenido de Gpx dependiente de
selenio en higado y rifidn es muy pequefio comparado a otras especies, podria considerarse
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a la actividad en eritrocitos una medida mas sensitiva del estatus de selenio en cuyes, en

comparacion a Gpx dependiente de selenio en higado y rifion y plasma.

4.2.2. Actividad de tioredoxina reductasa

Los resultados para actividad de tioredoxina reductasa (TrxR) en higado no muestran
diferencias (P> 0,05) entre tratamientos (Tabla 8). Solamente se ha encontrado un trabajo en
cuyes en crecimiento sometidos a diferentes niveles de selenio (<0,02, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2,
0,25mgSe/kg dieta), en el cual mide actividad de TrxR en higado y rifion. Los resultados en
higado, similares a los reportados en el presente trabajo, mencionan que no hay diferencias
entre tratamientos (P> 0,05) (Jensen y Pallauf 2008). No existe informacion en la literatura
respecto a diferencias en contenido de esta enzima en cuyes respecto a otras especies, sin
embargo, en jerarquia respecto a niveles dietarios de selenio en higado se encuentra antes de
Gpx1y DIO1, por lo que seria menos sensible que estas enzimas en higado a deficiencia de
selenio (Hadley y Sunde 2001). La regulacion de la expresion de las selenoenzimas se realiza
por la eleccion entre la incorporacion de la selenocisteina o terminacion de la sintesis de
proteina, existe una jerarquia para la expresion bajo condiciones de limitada disponibilidad
de selenio, la TrxR es menos sensible a la suplementacion de selenio que la D101, sugiriendo
que los niveles de TrxR se mantienen mejor cuando el suministro de selenio es bajo en
comparacion a DIO1 (Mustacich y Powis 2000). Al respecto, Lu et al. (2009), mencionan
que, durante la deficiencia de selenio, curiosamente el RNAmM para TrxR se mantiene en una
forma menos activa, con una cisteina sustituyendo a la selenocisteina. Esto indica que ocurre
un mecanismo Unico adaptativo para decodificar el codigo UGA (que indica término de la

sintesis proteica), insertando cisteina para preservar, en algun grado, las funciones de TrxR.

Probablemente la TrxR en higado de cuy requiera un nivel de selenio menor a 0.1mg/kg para
manifestar una caida en su actividad, en el caso de Jensen y Pallauf (2008), se observa una
disminucion en la actividad en niveles entre 0 y 0,05 mg/kg, a mayores niveles de selenio en
alimento no se encuentran diferencias. En el caso de ratas, Hadley y Sunde (2001), indican
que el requerimiento minimo dietario para una maxima actividad de TrxR en higado es 0,07

mgSe/kg de alimento, mientras que, Crosley et al. (2007), indican que entre niveles 0,06 y
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0,11 se encuentran diferencias, pero posteriores a este ultimo no. En el presente trabajo, la
actividad de TrxR se mantiene en el higado, a los niveles de selenio utilizados,

probablemente se requiere un menor nivel para que se pueda ver una caida en su actividad.

4.2.3 Contenido de iodotironina deiodinasa tipo 1

Los resultados para el contenido de iodotironina deiodinasa tipo 1 (DIO1) en el higado de
cuyes en crecimiento indican diferencias (P<0,01) entre el tratamiento 1 con respecto a los
tratamientos 2 y 3, sin diferencias entre estos dos ultimos (P>0,05) (tabla 8). Se confirma en
este trabajo que los niveles de selenio influyen en el contenido de DIO1 en higado,
aparentemente un nivel dietario de selenio de 0.1mg/kg no permite una total expresion de la

enzima, la misma que se alcanza y mantiene a partir de 0.17mgSe/kg alimento.

Tabla 8: Actividad de tioredoxina reductasa y contenido de deiodinasa en higado

T1 T2 T3

0,1mgSe/lkg 0,17 mg Se/kg 0,24 mg Se/kg

Actividad TrxR en Higado* mU/mg 2,082+0,70 2,532+ 1,07 2,782+ 0,54

Contenido DIO 1 en Higado pg/mg  103,7°+232  140,7%+37,6 168,9%+30,3

Valores promediox SD, n =11
ab promedios con letras diferentes en las filas expresan diferencias significativas (P< 0.05)

*1umidad es Lumol DTNB oxidado/min-mg proteina

Con referencia a contenido de la enzima iodotironina deiodinasa tipo 1 (que es la forma
medida en este trabajo), se ha demostrado que la disminucion en la actividad de DIO1 en
ratas alimentadas con dietas deficientes en selenio, en comparacién con aquellas alimentadas
con niveles adecuados de selenio, se produce por una disminucion en el contenido de

proteina de la enzima D101 (Depalo et al. 1994). Los niveles de selenio afectan la actividad
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y expresion de DIO1 en ratones alimentados con diferentes niveles del mismo (Yang et al.
2006). Al respecto, Kohrle et al. (2005), mencionan que una severa deficiencia de selenio
reduce el contenido proteico de la DIO1 y la actividad en tejidos especificos y la
suplementacién incrementa ambos por mecanismos que se relacionan a estabilidad del

RNAmM y regulacion postranscripcional.

Al respecto, Papp et al. (2007), mencionan que es probable que los niveles reducidos en las
selenoproteinas sean debidos a efectos en la traduccion, ya que existe evidencia que la
traduccion global de proteinas en cuerpos en crecimiento se reduce en respuesta a muchos
tipos de estrés celular, para permitir a las células conservar fuentes e iniciar una
reconfiguracion de la expresion génica para manejar efectivamente las condiciones de estrés.
A causa de que la proteina de unién a Sec (SBP2, figura 3), es un factor limitante en la
sintesis de selenoproteinas, Papp etal. (2007), han propuesto un modelo en el cual la
inhibicion traduccional de la sintesis durante estrés oxidativo, que podria ser ocasionado por
deficiencia de selenio, se produciria por un secuestro de SBP2 desde los ribosomas al interior
del compartimento nuclear como producto de eventos oxidativos, evitando de esta manera
el proceso de sintesis de la selenoproteina. Durante la fase de recuperacion (suplemento de
selenio), SBP2 seria potencialmente reducida por los sistemas tioredoxina y glutaredoxina,
facilitando su reubicacion en los ribosomas y reiniciando la traduccion de la selenoproteina.
Segun este modelo, un nivel de selenio dietario en el alimento de 0,1mg/kg, habria generado
de algn modo un estrés oxidativo produciendo una inhibicién de la sintesis de la DIO1, que
se revierte con el nivel de 0,17mgSe/kg de alimento. Por lo tanto, en el caso de DIO1, que
es mas sensible y menos jerarquica que la TrxR, los niveles de selenio del tratamiento 1 no

son suficientes para permitir su maxima expresion en el higado.

Sin embargo, aun cuando se ve afectada la expresion de la enzima DIO1 en higado, que se
encarga de pasar a la tiroxina a su forma activa triyodotironina, no se aprecia un efecto
directo en la ganancia de peso en los animales. Jensen y Pallauf (2008), reportan diferencias
(P<0,05) en actividad de DIO1 en higado, entre cuyes en crecimiento que recibieron 0 y
0.05mgSe/kg alimento, pero no entre estos y los que recibieron mayores niveles (0,1, 0,15,
0,2 y 0,25 mgSe/kg alimento). De la misma forma que en el presente trabajo, en estos

animales tampoco se observaron diferencias en ganancia de peso entre tratamientos. Sin
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embargo, en un estudio realizado en cuyes en crecimiento, solo con dos niveles de selenio
dietario (<0,02 y 0,5 mgSe/kg alimento), ademas de encontrarse una disminucion
significativa de la actividad de DIO1 entre los dos grupos de animales, también se

encontraron diferencias en el crecimiento de los mismos (P<0,05)(Cammack et al. 1995).

El hecho de no encontrar diferencias en ganancia de peso en animales alimentados con dietas
deficientes en selenio, podria estar asociado a que los niveles de T3 se mantienen aun cuando
la actividad o expresion de la DIOL1 se ve afectada. Sin embargo, la contribucidn exacta de
la DIO1 en la produccion de T3 periférica, ain permanece en controversia. Al respecto, ratas
alimentadas con dietas deficientes en selenio, reflejan cambios significativos en actividad de
DIO1 en higado, pero mantienen niveles en suero de triyodo tironina (T3) y aumentan en
cierto grado la tiroxina (T4) (Chanoine et al. 1992), efectos similares son citados para ratones
(Streckfuss et al. 2005). Igualmente, en caballos alimentados con dietas con diferentes
niveles de selenio en el alimento (0,08, 0,2, 0,3, 0,4 mgSe/kg alimento) no se afectaron las
concentraciones de T3y T4 ni la relacion T3:T4. Contrariamente a estos resultados, en pollos
alimentados con diferentes niveles de selenio, se notd un significativo incremento en T3y
disminucion en la relacion T4:T3 en suero al comparar el tratamiento conteniendo 0,04 con
los que contenian 0,09, 0,19 y 0,29mg Se/kg alimento (Wang et al. 2016). Al respecto, y
después de hacer estudios en ratones con genes inactivados para deiodinasas, Galton et al.
(2015), sugieren que mientras que las deiodinasas no son esenciales para el mantenimiento
de T3 en suero, tiene roles muy importantes en homeostasis de hormonas tiroideas, la DIO2
siendo critica para produccion local de T3y la DIO1, jugando un rol muy importante en la
conservacion de iodo y de hormonas tiroideas, por lo que la medida de la expresion de DIO1
en higado puede proveer importantes pistas sobre la intensidad de deficiencia de selenio y
su efecto en el metabolismo de hormonas tiroideas y es un sensitivo indicador del estado
tiroideo (Foroughi y Dehghani 2013, Fan et al. 2009).

4.3 CONTENIDO DE SELENIO EN MUSCULO, SANGRE Y CUERPO

Los resultados indican que para el contenido de selenio en sangre y cuerpo se encontraron

diferencias (P<0,01) entre los tratamientos 1 con respecto a 2 y 3, pero no entre los
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tratamientos 2 y 3 (P>0,05). El contenido de selenio en musculo muestra una tendencia a
incrementarse a mayor contenido de selenio dietario, pero las diferencias no son

significativas entre tratamientos (P=0,058) (Tabla 9).

El contenido de selenio en muasculo esta dado por el selenio especificamente incorporado en
las selenoproteinas y por la selenometionina, la cual es incorporada en forma no especifica
en la proteina tisular (Combs 2015, Sunde et al. 2016, Faye et al. 2014). En el caso de los
animales utilizados en este estudio y debido a que han recibido solo selenio organico esta
dado principalmente por la incorporacion de selenometionina no especifica al mismo y
representa la retencion de selenio en este tejido. En el presente ensayo los niveles de selenio
incorporados al tejido muscular no presentan diferencias (P=0.058), entre tratamientos, pero
si se nota una tendencia a incrementarse en relacién al selenio consumido por los animales.
Al respecto, Gu et al. (1998) en un experimento realizado en cuyes que recibieron una dieta
basal conteniendo 0,7 mgSe/kg de alimento y suplementos a la misma de varios niveles
desde 0,5 hasta 8 mg Se/ kg de alimento en forma de selenometionina y uno adicional de 4
mgSe/kg alimento en forma de selenato de sodio, encontraron niveles de selenio diferentes
(P<0,05) en musculo desde 1,1 hasta 13,9 mgSe/kg (base seca), solo para la suplementacion
con selenometionina. Los autores indican que para la suplementacion con selenato de sodio,
los niveles encontrados en tejido muscular fueron similares a los obtenidos para animales
que recibieron solo la dieta basal. Las concentraciones de selenio en tejido muscular
encontradas en el presente trabajo son menores a las reportados por Gu et al. (1998), debido
a los niveles de selenio utilizados, mientras ellos parten de una dieta basal de 0,7 mgSe/kg,

el maximo nivel utilizado en este trabajo fue de 0,24 mgSe/kg alimento.

Resultados similares se han encontrado en ratas alimentadas con diferentes niveles de selenio
levadura en las que se ha determinado que el estatus de selenio en el cuerpo se eleva cuando
los animales reciben diferentes niveles de selenio, pero a mucho menor grado que el
incremento en el consumo de selenio dietarios (Behne et al. 2009). De igual forma en
caballos recibiendo una racién no suplementada (0.15mgSe/kg de dieta) en comparacion con
otra suplementada con selenio levadura (0,45 mgSe/kg dieta), se observd un mayor
contenido de selenio en musculo de animales suplementados con selenio, pero sin diferencias
estadisticas (P>0,05) (Richardson et al. 2006). Sin embargo, en pollos si se han reportado

diferencias (P<0,05), en contenido de selenio en musculo en respuesta a la suplementacién
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con selenio levadura entre dieta deficiente en comparacion con suplementada (Liu et al.
2015, Wang y Xu 2008).

Los niveles de selenio en sangre, ademas del selenio no especificamente incorporado,
contienen el de las selenocisteina, que son niveles altamente regulados, es decir alcanzan el
méaximo valor con el consumo adecuado de selenio en la dieta y no se presenta futuro
incremento por selenio dietario adicional (Combs 2015). Asi mismo, la concentracion de
selenio en sangre refleja cambios en respuesta a niveles dietarios de selenio a largo plazo, a
causa de que el selenio es incorporado en los globulos rojos, durante su formacién (Gunter
et al. 2013). En el caso de los animales utilizados en este ensayo, la concentracion se selenio
en sangre podria ser un buen indicativo del estatus de selenio, pues la medida se ha realizado
después de cinco semanas de recibir las diferentes dietas, lo cual puede representar un tiempo
apropiado para percibir cambios relacionados a diferencias entre tratamientos (Maylin,

mencionado por Calamari et al. 2009, Dalir-naghadeh et al. 2011).

Sin embargo, las concentraciones de selenio en sangre dependen de la especie y edad del
animal (Hosnedlova et al. 2017) y no existen en la literatura reportes de contenido de selenio
en sangre de cuyes que nos permitan hacer comparaciones directas, sin embargo, en un
trabajo en cuyes en el que los animales recibieron diferentes dosis de selenio en el alimento
(0, 0,05, 0,1, 0,15, 0,20, 0,25 mgSe/kg de alimento) se reporta que la tendencia y respuesta
de los animales en relacion al nivel de selenio utilizado es similar a la encontrada en este
ensayo, es decir, los animales alcanzan el méaximo nivel de selenio en hemolisado y plasma
a niveles de selenio dietario de 0,15mgSe/kg alimento (Jensen y Pallauf 2008), que son
niveles muy cercanos a los de 0,17 mgSe/kg de alimento en los cuales se alcanza el maximo

nivel de selenio en sangre en este trabajo.

46



Tabla 9: Concentracion de selenio en sangre, musculo y cuerpo (mg/kg peso fresco)

T1 T2 T3
0,1 mg Se/kg 0,17 mg Se/kg 0,24 mg Se/kg

Se sangre mg/kg 0,0642° + 0,016 0,0856°+0,017 0,0869%+ 0,015
Se musculo mg/kg 0,0957¢+0,012 0,1001®*+0,027 0,1175%+0,023
Se cuerpo mg/kg 0,0714°+ 0,014 0,0898%° + 0,029 0,0944° + 0,015

Valores promediot SD, n =11

ab promedios con letras diferentes en las filas expresan diferencias altamente significativas (P< 0,01)

El contenido de selenio en sangre estd comprendido por selenio que ha sido incorporado en
forma especifica a selenoproteinas (selenocisteina en Gpx1, Gpx3 y selenoproteina P, que
se encarga de transportar el selenio de higado a tejidos) y no especifica (selenometionina en
albumina y hemoglobina), sin embargo, en cuyes principalmente estaria asociado a la Gpx
en eritrocitos, debido a los niveles muy bajos de Gpx plasmatica en estos animales. Por lo
expuesto, es entendible que los valores sigan en estos animales, una respuesta similar a la

actividad de Gpx eritrocitaria, en los niveles utilizados en el presente trabajo.

Por lo tanto, analizando los resultados obtenidos en contenido de selenio en sangre, actividad
de Gpx en eritrocitos, y contenido de iodotironina deiodinasa 1 en higado, se puede deducir
que un nivel de selenio dietario de 0,17 mgSe/kg de alimento, bajo las condiciones de este

ensayo, permitio cubrir las necesidades del mismo en cuyes en crecimiento.

47



V. CONCLUSIONES

Considerando las condiciones en las que se desarroll6 el presente estudio se concluye lo

siguiente:

1. Cuyes en crecimiento alimentados con una racién integral conteniendo 0,1; 0,17 y 0,24
mg Se/kg de alimento, no presentan diferencias significativas (P>0.05) en actividad de

glutation peroxidasa dependiente de selenio en plasma, higado y rifidn.

3. Cuyes en crecimiento alimentados con una racion integral conteniendo 0,1; 0,17 y 0,24
mgSe/kg de alimento, no presentan diferencias significativas (P>0.05) en actividad de

tioredoxina reductasa en higado.

4. La actividad de glutation peroxidasa en eritrocitos y el contenido de iodotironina
deiodinasa tipo 1 en higado se modifican con el nivel de selenio dietario y pueden ser
utilizados como biomarcadores de funcion de selenio en estudios de requerimiento en

cuyes en crecimiento.

5. El contenido de selenio en tejido muscular de cuyes alimentados con diferentes niveles de
selenio en forma de selenio levadura, se incrementa con el nivel de selenio en la dieta
(P=0.058).
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V1. RECOMENDACIONES

Considerando las condiciones en las que se desarrollo este trabajo se recomienda:

1. Desarrollar estudios de requerimiento de selenio en cuyes en crecimiento, considerando
como biomarcadores actividad de glutation peroxidasa eritrocitaria y contenido de

iodotironina deiodinasa tipo 1 en higado, ademas de contenido de selenio en sangre.

2. Determinar el efecto de niveles mayores de selenio a los empleados en este trabajo, que

permita conocer la respuesta asociada a toxicidad en cuyes en crecimiento.

3. Determinar el efecto de diferentes niveles de selenio sobre cuyes en etapa reproductiva.

4. Determinar el efecto de diferentes fuentes de selenio: organico e inorganico en cuyes en

crecimiento y en etapa reproductiva.
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X. Anexos

Anexo |. Especificaciones técnicas de insumos utilizados en la racién

a. Hoja técnica de selplex

ANltech’

SEL-PLEX® pr
Especificacidn del Producto
Descrpeion del Producto
SEL-PLEX presuna sleniolevadura para serutilizada en la alimentacion animal.
Informac ion de Etiqueta:
Analisis de Gamntia Ingredientes
Selenin Mlin. 1000 ppem Cathonato de caldo v Seleniolevad ura

Caracteristicas Fsicas:
Apariencia: SEL-PLEX pres un polvo suetto de color mamdn, con olor caracteristico de la levadura.

Alma cenamiento:
SEL-PLEX erdlebe almacenarse en un envaze cerado en lugarfresso v seon a una ternperatura ertre 19 v 309Gy a un
walor ipico de T9%de humedad relativa. Bajo estas condiciones la durahilidad del producto es de 24 meses.

Empaque:
SEL-PLEX prse encuentra dizpanible en balzas de 1ky v29 ka.

Hodo de Empleo:

Adicione SEL-PLEX pgpara suplir los requenmientos de zelenio en las dietaz de todas especies animales.
Cerdos: Cerdas (preparto, ladancia), Cerdas (e stacdn), hiciador, Crecimiento, Terminador
Mascotas: Perros v yatos

Pollos: Ponedoras v Pamilleros

Pavoz: Iniciadar v Crecimiento Terminador

Bowinoz: Becerros, Credmerto, Lactantes, Secas

Conejos: hiciador v Crecimiento

Patos

Caballoz

Ernplear 150 o/ tonelada de alimento

Foog. 5 EMOE0 W 0 .07 N0 6
SELPLE m: FEWE10TE PE' EEH0 WLOE FEWG ¥ FF

ALLTECHNOL 0 FERT 5.RL.
Calle Los Calderos 208 - T, Waloano- Ste . = Liva « Perd = Tel (51 11349- 5779 « Fae (51 1) 348- 8317
W Wt e o




b. Hoja técnica de caseinato de calcio

]

Havero Hoogwegt. Adding vision and value.

haverao
HOOGWEGT
A\ _J

LaLCIUM CASEINATE ALZAEFITFIE

TYPE Calcium caseinate, food grade

LCHARALCTERISTICS Calzium caseingte isareller dried milk pretein

TYPICAL ANALYSIS Mzisture T, ]
Protein [Mx 6.38) min. 22 %
Fat [UES 1.5 %
Ash [UES 4.5 %
Lactose IS 1%

PHYSICAL PROPERTIES Taste/flavour typical, ne off-flavours
Colour creamy

MICROEHILOGICAL DATA Teotal plate count EES 10,000/
Lalmenella absent in2s g
Yeasts & Moulds may. 100/
Enterchacteriaceas (ES 10/

APPLICATION Calcium caseinate can be vsed in all kind of foed applications fer nutriticnal and
stabilizing properties.

PACKAGI MG AMD STORAGE Multi-ply paper bags with polyethylen e innerliner, 25 kg each, Shelf life of the

product is 24 months, when stored in a cool, dry place; termperature bBelow 25°C,
relativie humidity Below 65%.
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C.

Hoja técnica de Solka Floc

INTERNATIDONAL FIRER

So]ka-Floc'

CORPORATION

Drate Iemed:  Drecerrber 21,2012

Sipersedes:  Howerrber 16,2011

Specification Sheet for SOLKA-FLOC® 200 FCC

Solka-Floc™ 200 FOC meets or exceeds the monograph requirernents for Powdered

Cellulose as published in the Food Clemicals Codex, 32 Edition,
Chemical Properties
Lazay ¥ Cellulose 70- 1040
pH (10°%, suspension) 50-715
Loas onDirying, ¥ =70
WaterSohible Sibstances, % =15 TR
sk (total), % =03 =
Chlorde, ¥ =005
Sulfir, % =001
Lead, ppen =30
M'I:mbhha;l:' al Prop erties
Standard Plate Count, per g =1,000
Veastand Ivlold, per g =100
Salmonella (15g sampe) He gatme
Lisferia Monocyto panas He gatme
E. Coli {25z sarple) He gatme
5. Aureps (25g sarple) He gatne
Physical Properties
bppearance:  Fine Crearny White Powder
Bulk Volume On 40-Mesh Thru 100-Mesh Thru 200-Mesh
21 +03 eefg =0.5% =MNLT 20%, =755

Becormended Labeling: Celluloss CAS Mureher: 2004346

Ihe indomation cerdired mim s, o e beetofomr haoadkd m, commct. The dat o wilined omd fha ¢ tok merd mads ax innded onde s o
¢ o ofidormation. Ho werrsmdie, sepmesed o mphad, 40 made . Cothe bk of thivc inf omation, it % roggeid tatmn ool da
poduatonalabombnyrcak prior ® e ina fnided podueet. The i omatie n cendained lemim e dd et be corstomed & pomiseon H1
ialstion o f prbd tight . B sdditional fnfo mmatior, s call1- 71 6-E55-H140
Intamationa | Fhar Copo mtion
50 Eridps Strest, Mo th Tonawand o FY 14120, TEA

wwwiifcfb or
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d. Hoja técnica de antox plus

Antioxidante en polvo para el alimento

Composicion

Etoxiquina e 21 CFR 573.380
Hidroxianisol Butilado --------------- 21 CFR 582.3169
Hidroxitolueno Butilado ------------- 21 CFR 582.3173
EDTA Disodico -------========mmmmmmmm- 21 CFR 513.360
Acido Fosforico ----------===--mm-emnu- 21 CFR582.1073
Acido Citrico ---- 21 CFR 582.1033

Indicaciones:

ANTOX PLUS se recomienda para aplicar en la formulacién de todo tipo de alimentos
balanceados para animales e ingredientes de alimentos como Harina de Carne,
Harinas de pluma, tec. Dosificando de acuerdo a la sgte. Recomendacion: . Alimentos
con altos niveles de lipidos o que se deben de mantener almacenados por largos
periodos (Alimentos de mascotas, p.e.), aplicar 250 gr/tonelada.

Caracteristicas

ANTOX PLUS es un producto antioxidante en polvo especialmente desarrollado y
formulado para adicionar en alimentos balanceados de animales.

ANTOX PLUS es un producto compatible con todos los ingredientes tipicos que
normalmente componen los alimentos balanceados para animales.

Administracion y dosis

. Dosificacién General: 125 gr/Ton.

. Harinas de Carne y Harinas de pluma: -------- 250 gr/ Ton.

. Premix Vitaminicos:

Dosificar hasta que el alimento ------------------- Contenga 125 gr/ Ton.

Presentacion:
Bolsas 25 kg. (Peso neto).
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e. Hoja técnica de zoamicost

AL 1=

ZOAMICOST FEED TREAT peere: 0322018

“darsion: 0z
PEZDDDDDQ‘I-S Baborado por: CiSis

Aprobado por: Co'BR
HOJA TECHICA H® PEZDOOO0Z243

[CESCRIPCION

Zoamicost Fead Treat ez inhibidor de hongos en polvo para el tratamierto v conzervacidn de
alimentos por periodos prolongados

[ INGREDIENTES

Dipropionato de amonio, cido propidnico, dcdo acético, carbonato de calcio.

| CARACTERIZTICAS FSICO-CIUKICAS

Apanencia © Palvo

Color . Cremaa Marrdn
Drensidad Aparente a . 0,300 — 0550
20% (giml)

[cosis

Serecomiends entre 0.5 Ky & 2,0 Kg gram oz portonelada de alim ento balanceado.

[FrESENTACION

Sacosde 20 Kg netos,

| ALMACENAMIENTO

Wida Util e stim ada . Dieciocho (18) meses desde la fecha de fabricacidn en el envase
T original cerrado.

Temperatura de . En =u enwvase original, & temperatura ambiente, protegido de la luz v

Almacenamiento © o alejado del calor,

Consideraciones . Marntener enun sitio frezco alegjado del calor, humedad en exceso v del

especiales * alcance de loz nifios.

CC-FRAOST

Realtr=o por: AGC
Reubsado por: JCG
AprobEIopar JOG
Feda: BIAAS
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f. Hoja técnica de Rovimix

ROVIMIX STAY C-35 (vitamina C) tiene una actividad equivalente a acido
ascorbico minima de 35%.

DESCRIPCION: ROVIMIX STAY C-35 (vitamina C) tiene la apariencia de
un polvo color blanco a amarillento. Contiene una mezcla de ésteres tri, di
y monofosfato de L-acido ascorbico. Tiene excelente fluidez y es de facil
manejo incluso en sistemas de dosificacion automatica.

USO EN: Aves y porcinos.

BENEFICIOS: ROVIMIX STAY C-35 (vitamina C) ha sido especialmente
disefiado para ser usado como una fuente estabilizada de vitamina C en
alimento. Puede ser libremente usado en todo tipo de premezclas y
alimentos. Goza de gran estabilidad en alimentos peletizados o extruidos.

ROVIMIX STAY C-35 (vitamina C), siempre y cuando conserve sus
condiciones originales de empaque, podra ser almacenado en un lugar
fresco y seco hasta por 12 meses.

ROVIMIX STAY C-35 (vitamina C) puede ser usado en la formulacion de
piensos para todo tipo de animales, y tiene un comportamiento excelente
incluso cuando es incluido como fuente de vitamina C para especies
relacionadas con acuacultura. La estructura quimica del producto (ésteres
de acido ascorbico), protegen la vitamina C de ser destruida por oxidacion.

La suplementacion de vitamina C ha demostrado ser necesaria en
animales en produccion (cerdos y aves), asi como en otras especies
durante toda su vida (acuacultura). Es también benéfica para todas las
especies, durante periodos de todo tipo de estrés y para reproduccion
normal.

En aves y cerdos ha probado ser benéfica para lograr superar los bajos
rendimientos y altas mortalidades relacionadas con estrés.

MODO DE EMPLEO: En premezclas y alimentos compuestos.
PRESENTACION: Caja de carton con 25 kg.

Importado y distribuido por:

ROCHE VITAMINAS

Km 22.5 Carretera El Salto Jalisco

45860 Guadalajara, Jal.

Elaborado por: F. Hoffman-La Roche & Co. Ltd., Suiza
Reg. SAGARPA-Q-7688-062
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Anexo Il. Curva estandar de albumina para determinacion de proteinas (método
Biuret)

0,4
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Anexo 1. Curva estdndar para analisis de deiodinasa

Curva estandar deiodinasa
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Anexo 1V. Pesos de los animales en los tres tratamientos durante el periodo

experimental

Tratamiento | repeticidn inicio semanal | semana2 | semana3 | semana4 | semana5
1 365 395,3 483,1 603,7 770 914
2 406,2 402,8 517,3 612,6 733,3 842
3 430,5 478,4 623,1 789,6 926 1062
4 406 388,4 486,9 614,7 759,3 697
5 387,4 445,8 501 584,1 646 600

T1 6 357 433,3 492,5 612 761,4 958
7 455,8 508,7 590,8 689,5 783,8 867
8 479,3 536,3 663,4 833,1 999,5 1138
9 415 451,1 582,1 775,6 941,5 1103
10 362 381,4 493,5 618 720,8 845
11 404,7 428,8 535,7 641,5 818,8 896
1 366,5 4243 548,6 625 701,2 583
2 402,2 445,4 566,5 710,9 817 943
3 432 487,3 587,7 760,2 891,9 1058
4 435,9 517,8 658,1 736,6 882,4 1032
5 381,8 460,2 632,9 815,2 970,8 1138
6 360,8 413,7 520,4 665,5 798,1 916
7 377 397 437,6 523,9 643 778
8 440,7 552,9 674,1 844,5 1025 1162
9 475,9 510,2 646,3 636,6 764 862
10 363,2 391,9 497,8 603,9 736,3 816
11 408,2 452,7 578 742,1 920 1079
1 368 4279 472,7 606,1 778,9 900
2 400,5 430,7 557 585,7 659,5 747
3 434,8 520,6 575,4 697 867,5 939
4 402,9 389,4 502,5 502,8 617,3 498
5 385,9 420,5 531,1 654,6 760,2 875
6 370,6 420,6 565,5 710,5 921,7 1049
7 469,2 545 661,1 774,7 909,4 1054
8 410,7 459,2 545,7 602,3 732,8 825
9 471,2 481,6 586,5 735,8 747,4 852
10 419 457,3 511,9 599 719,2 838
11 365 456 539,8 648 767,4 873

69




Anexo V. Ganancia de peso, consumo y conversion alimenticia acumulada

peso peso

tratamiento | repeticion | inicial final ganancia | consumo | conversion | consumo | ganancia
total total |Alimenticia| diario diaria

1 365 914 549 1372,7 2,5 40,4 16,1
2 406,2 842 435,8 1244,2 2,9 36,6 12,8
3 430,5 1062 631,5 1763,87 2,8 51,9 18,6
4 406 697 291 1062,2 3,7 31,2 8,6
5 387,4 600 212,6 957,9 4,5 28,2 6,3
T1 6 357 958 601 1437,1 2,4 42,3 17,7
7 455,8 867 411,2 1309,3 3,2 38,5 12,1
8 479,3 1138 658,7 1771,5 2,7 52,1 19,4
9 415 1103 688 1710,4 2,5 50,3 20,2
10 362 845 483 1327,5 2,7 39,0 14,2
11 404,7 896 491,3 1387,7 2,8 40,8 14,5
1 366,5 583 216,5 1192,6 5,5 35,1 6,4
2 402,2 943 540,8 1409 2,6 41,4 15,9
3 432 1058 626 1729,4 2,8 50,9 18,4
4 435,9 1032 596,1 1876 3,1 55,2 17,5
5 381,8 1138 756,2 2030,2 2,7 59,7 22,2
6 360,8 916 555,2 1518,8 2,7 44,7 16,3
7 377 778 401 1147,2 2,9 33,7 11,8
8 440,7 1162 721,3 1867,9 2,6 54,9 21,2
9 475,9 862 386,1 1349,5 3,5 39,7 11,4
10 363,2 816 452,8 1325,5 2,9 39,0 13,3
11 408,2 1079 670,8 1820,5 2,7 53,5 19,7
1 368 900 532 1332,9 2,5 39,2 15,6
2 400,5 747 346,5 996,8 2,9 29,3 10,2
3 434,8 939 504,2 1402,7 2,8 41,3 14,8
4 402,9 498 95,1 838,9 8,8 24,7 2,8
5 385,9 875 489,1 1530,5 3,1 45,0 14,4
6 370,6 1049 678,4 1695,4 2,5 49,9 20,0
7 469,2 1054 584,8 1619,3 2,8 47,6 17,2
8 410,7 825 414,3 1160,9 2,8 34,1 12,2
9 471,2 852 380,8 1265,7 3,3 37,2 11,2
10 419 838 419 1273,7 3,0 37,5 12,3
11 365 873 508 1375,5 2,7 40,5 14,9
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Anexo V1. Actividad enzimatica de glutation peroxidasa en: plasma(mU/mg proteina),
higado(mU/mg proteina) , rifion (mU/mg proteina) y eritrocitos (mU/mg hemoglobina)

Tratamiento | Repeticidn Glutatién Peroxidasa
Plasma Higado Rifidn Eritrocitos
muU/mg mU/mg mU/mg | mU/mg
1 28,03 22,20 52,98 228,25
2 33,37 15,91 48,35 200,96
3 46,03 21,18 43,42 209,78
4 36,42 17,29 39,83 231,64
5 44,22 21,57 43,04 225,08
T1 6 29,13 20,67 57,24 243,62
7 57,47 23,15 53,97 220,99
8 60,13 24,33 62,37
9 65,91 23,11 60,25
10 56,61 22,94 67,72
11 36,05 26,24 53,23
1 18,54 23,82 48,42 268,93
2 34,23 27,59 54,82 247,39
3 46,31 22,94 42,34 225,08
4 48,59 17,17 45,83 236,33
5 50,93 18,31 46,74 351,69
6 45,89 21,21 54,98 247,86
7 37,37 17,81 54,55 336,04
8 33,32 27,80 70,84
9 17,21 23,48 63,11
10 51,40 27,49 62,71
11 59,26 21,53 68,50
1 39,13 27,18 63,62 261,09
2 49,25 25,09 64,91 301,48
3 35,26 21,55 60,03 267,55
4 37,54 18,35 44,15 280,57
5 24,50 27,54 62,24 273,63
6 39,39 22,82 59,04 304,28
7 41,64 19,07 62,40 240,38
8 45,14 21,11 59,68
9 32,98 14,24 41,59
10 44,47 25,93 53,91
11 45,69 24,24 56,21
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Anexo VII. Actividad de tioredoxina reductasa (mU/mg proteina) y contenido de
deiodinasa (pg/mg proteina)

Tratamiento | Repeticién Tioredoxina | Deiodinasa
reductasa pg/mg prot
mU/mg prot
1 1,66 90,27
2 1,76 120,77
3 1,83 123,86
4 1,59 76,39
5 1,83 111,22
T1 6 1,77 103,50
7 1,67 107,47
8 2,80 80,90
9 2,25 142,86
10 3,90 117,94
11 1,80 65,98
1 4,86 186,26
2 3,62 133,48
3 2,93 160,63
4 1,21 142,66
5 1,49 96,68
6 2,43 104,07
7 2,67 129,46
8 1,76 224,72
9 1,75 107,75
10 1,95 138,12
11 3,20 123,86
1 2,21 176,43
2 2,84 187,66
3 2,66 192,11
4 2,96 135,08
5 3,85 158,57
6 2,46 138,93
7 2,96 195,01
8 2,82 143,88
9 1,81 159,60
10 2,65 230,97
11 3,35 139,48
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Anexo VIII. Concentracion de selenio en sangre, masculo y cuerpo (mg/kg peso
fresco)

Tratamiento | Repeticién | Se sangre | Se musculo | Se cuerpo
mg/kg mg/kg mg/kg
1 0,0625 0,101 0,068
2 0,075 0,0885 0,0695
3 0,081 0,0875 0,0695
4 0,0775 0,0785 0,084
5 0,0555 0,089 0,0795
T1 6 0,04 0,109 0,0535
7 0,063 0,085 0,068
8 0,089 0,094 0,1
9 0,073 0,1015 0,058
10 0,041 0,097 0,0525
11 0,0485 0,122 0,083
1 0,085 0,078 0,0785
2 0,085 0,101 0,068
3 0,098 0,0795 0,1375
4 0,0795 0,0745 0,074
5 0,1 0,1225 0,0615
6 0,0875 0,1215 0,1115
7 0,06 0,0665 0,144
8 0,076 0,0735 0,0915
9 0,061 0,1245 0,0735
10 0,094 0,112 0,064
11 0,116 0,1475 0,084
1 0,095 0,106 0,0765
2 0,0665 0,072 0,064
3 0,0685 0,109 0,091
4 0,0785 0,122 0,0895
5 0,084 0,15 0,11
6 0,101 0,135 0,112
7 0,0895 0,1515 0,0995
8 0,0775 0,126 0,086
9 0,12 0,112 0,0935
10 0,09 0,105 0,1055
11 0,085 0,1045 0,111
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