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CONSECUENCIAS PRODUCTIVAS Y REPRODUCTIVAS DE LA DEFICIENCIA 

DE SELENIO EN BOVINOS 

 

Palabras clave: selenio, antioxidante, lipoperoxidación, relevamiento, glutatión peroxidasa, 

bovinos de carne, inseminación artificial, calidad espermática, maduración in vitro, 

desarrollo embrionario. 

 

RESUMEN 

El presente trabajo de tesis consistió en evaluar la prevalencia de la deficiencia de Selenio 

(Se) en rodeos de cría bovina de la Cuenca Deprimida del Río Salado (CDS) y estudiar sus 

consecuencias productivas y reproductivas. Para tal fin se plantearon los siguientes objetivos 

particulares: a) evaluar el estatus de Se en rodeos bovinos de la CDS; b) estudiar el efecto de 

la suplementación parenteral con Se sobre la ganancia de peso y la actividad de la enzima 

glutatión peroxidasa (GPx) en terneros en el período predestete y en adaptación al engorde; 

c) estudiar el efecto de la suplementación con Se sobre el porcentaje de preñez en vacas 

inseminadas a tiempo fijo (IATF) y sobre la calidad de los espermatozoides bovinos 

cultivados in vitro; y d) establecer el efecto de distintas concentraciones de Se sobre la 

maduración de ovocitos bovinos y su capacidad de desarrollo posterior. Los resultados 

obtenidos demostraron que la prevalencia de la carencia de Se en la CDS ronda el 50 % y no 

esta asociada a la estación del año, presentando los animales jóvenes un mayor riesgo de 

sufrir la carencia. Por otro lado, se observó que la suplementación con Se en forma parenteral 

aumentó la ganancia de peso en los terneros, el porcentaje de preñez en las hembras 

sometidas a un protocolo de IATF y la actividad GPx en sangre en ambas categorías (ensayos 
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in vivo). Los resultados obtenidos in vitro establecieron que, la suplementación con Se al 

medio de fecundación in vitro (FIV) mejora la calidad de los espermatozoides bovinos, 

aumentando la viabilidad, la integridad de la membrana plasmática, el estatus acrosomal 

(EA) y el número de espermatozoides unidos a la zona pelúcida; mientras que, la 

suplementación durante la maduración in vitro (MIV) aumentó la viabilidad de las células 

del cúmulus (CC), el contenido intracelular de glutatión total en las CC y ovocitos, disminuyó 

los niveles de lipoperoxidación en los complejos ovocitos-cúmulus (COCs) e incrementó la 

tasa de eclosión de los embriones. En conjunto, la evidencia obtenida demuestra que los 

bovinos de la CDS sufren deficiencia de Se, con un mayor riesgo para los animales jóvenes 

y que la suplementación con Se previene las pérdidas subclínicas productivas y reproductivas 

demostradas en los ensayos in vivo. Estos resultados sumados a los obtenidos in vitro, 

sugieren que el Se podría actuar como un factor importante en la calidad de los 

espermatozoides y en la maduración del COC en bovinos. 
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EFFECT OF SELENIUM DEFICIENCY ON BOVINE PRODUCTIVE AND 

REPRODUCTIVE PERFORMANCE 

 

Key words: selenium, antioxidant, lipid peroxidation, survey, glutathione peroxidase 

enzyme, beef cattle, fixed-time artificial insemination, sperm quality, in vitro maturation, 

embryo development. 

 

SUMMARY 

The present thesis dissertation has focused on the evaluation of the prevalence of selenium 

(Se) deficiency in cattle breeding herds of the Salado River basin (SRB), Buenos Aires, and 

its effect on productive and reproductive performance. For that purpose, the following 

specific objectives were proposed: a) evaluate Se status in SRB bovine herds, b) study the 

effect of Se parenteral supplementation on weight gain and glutathione peroxidase enzyme 

(GPx) activity of calves during the pre-weaning and adaptation to fattening periods; c) study 

the effect of Se supplementation on pregnancy rates of cows subjected to a fixed-time 

artificial insemination (FTAI) protocol and on the in vitro quality of cultured bovine sperm, 

and d) establish the effect of different Se concentrations on the maturation and development 

capacity of bovine oocytes. The results showed that Se deficiency in the SRB was around 

50%, was not associated with seasonal variations and had a greater impact on young animals. 

On the other hand, whereas parenteral Se supplementation increased calf weight gain, 

pregnancy rate in females subjected to the FTAI protocol and blood GPx activity in both 

categories (in vivo trials), Se supplementation to in vitro fertilization medium improved 

bovine sperm quality, increasing sperm viability, plasma membrane integrity, acrosomal 
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status and number of sperm bound to the zona pellucida. During in vitro maturation, Se 

supplementation increased cumulus cell (CC) viability, total intracellular glutathione content 

in both CCs and oocytes, decreased lipid peroxidation levels in cumulus-oocyte complexes 

(COCs) and increased the hatching rate of embryos. Altogether, the evidence obtained shows 

that SRB cattle were Se deficient, young animals had an increased risk for such deficiency 

and that Se supplementation prevented subclinical productive and reproductive losses, as 

demonstrated by in vivo tests. This, together with in vitro results, suggest that Se could act as 

an important factor for sperm quality and the maturation process of COC in bovines. 
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CAPÍTULO I 

 

INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

EL SELENIO  

 El Selenio (Se) es un elemento ligado a la salud y a la producción, que comenzó 

siendo estudiado por su toxicidad (Painter, 1941), y no fue hasta 1957 que fue considerado 

como un mineral esencial, cuando se demostró que participaba como un componente del 

“factor 3” en la prevención de la degeneración hepática en ratas (Schwarz y Foltz, 1957). 

Poco después, también se demostró que prevenía la llamada enfermedad de músculo blanco 

(EMB), forma clínica de la deficiencia en rumiantes (Muth y col., 1958; Hogue, 1958), y fue 

vinculado junto con la vitamina E en la prevención de diferentes síndromes productivos y 

reproductivos en rumiantes (Underwood, 1971; Jenkins y Hidiriglou, 1972; Frost, 1973). 

Las distintas manifestaciones de la deficiencia de este elemento sugieren la participación del 

Se en diversos mecanismos. La prevención de la lipoperoxidación a nivel de las membranas 

celulares, la modulación del sistema inmune, así como su rol dentro del metabolismo de las 

hormonas tiroideas, serían algunos de los mecanismos principales a través de los cuales el 

Se mejoraría la salud y la producción de los bovinos (Ammerman y Miller, 1975; Arthur y 

col., 1992; Wichtel, 1998; Arthur y col., 2003; Spears y Weiss, 2008). 

  El suelo es la principal fuente de Se para el forraje y los granos que consumen los 

animales. En este sentido, ciertos lugares se caracterizan por el escaso contenido de Se en el 

suelo, mientras que otros poseen exceso de este mineral, siendo la concentración promedio 

a nivel mundial de 0,4 ppm (Reilly, 1996; Fordyce, 2007; Gupta y Gupta, 2017). Si bien la 
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concentración de Se en el suelo es un factor importante, la cantidad de Se en los vegetales 

dependerá, principalmente, de su capacidad de tomar el elemento. Es así como podemos 

encontrar alimentos deficientes, con apenas 0,01 ppm, a alimentos con riesgo de toxicidad, 

con más de 5 ppm de Se (McDowell, 1992). El contenido de Se de las plantas está 

condicionado por la biodisponibilidad del elemento en el suelo, la cual depende directamente 

de las características de este último, dentro de las cuales se encuentra el pH, el potencial 

redox, el contenido de materia orgánica y la actividad microbiana, y por variables 

ambientales como las precipitaciones (Sharma y col., 2015; Jones y col., 2017; Li y col., 

2017).  La forma química en la que se encuentre el Se es el principal factor que determina la 

absorción del mineral por parte de las plantas (Jones y col., 2017). Los selenatos (SeO4) son 

la forma en que predomina en suelos agrícolas, seguida por los selenitos (SeO3), con una 

menor solubilidad en agua, y por último los seleniuros (Se-2) y el Se elemental (Se0), no 

disponible para los forrajes (Alloway, 2013). En suelos alcalinos, oxigenados y con un 

potencial redox elevado, predominan los selenatos, mientras que en suelos ácidos, poco 

oxigenados, con tendencia al anegamiento y de menor potencial redox predominan los 

selenitos y las formas insolubles de menor biodisponibilidad (Alloway, 2013; Sharma y col., 

2015). Utilizando la concentración de Se en granos como indicador de biodisponibilidad, 

Lyons y col. (2004) encontraron mayor concentración del mineral en los granos que 

crecieron en suelos más alcalinos (pH 8,6) comparado con aquellos de suelos más ácidos 

(pH 6,6). En este mismo sentido, la biodisponibilidad del Se se relaciona en forma negativa 

con la cantidad de materia orgánica. Al incrementarse la actividad microbiana aumentaría la 

reducción del Se a las formas insolubles y la incorporación y fijación del elemento en la 

biomasa (Li y col., 2017). Un claro ejemplo de la importancia de la biodisponibilidad del Se 

en el suelo es la carencia del elemento en las personas de la provincia de Hebei, China, donde 
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si bien los suelos poseen baja concentración de Se (0,15 ppm en promedio), la enfermedad 

de Keshan se manifiesta asociada a la ausencia del elemento en la dieta (Johnson y col., 

2000). Estos autores demostraron que la prevalencia de esta enfermedad no está 

correlacionada con el contenido de Se en el suelo donde se cultivan los alimentos, sino con 

la baja biodisponibilidad del elemento, debido a la elevada proporción de materia orgánica, 

a los procesos de reducción del Se hacia las formas insolubles y la adsorción con hidróxidos 

de hierro y aluminio que limitan la biodisponibilidad del Se en el suelo. 

 El Se ingresa a la planta a través de transportadores ubicados en la membrana celular 

de las raíces. El selenito es captado mediante el sistema de captación de fosfatos y también 

por difusión simple, mientras que el selenato ingresa por medio del sistema de 

transportadores de alta afinidad que captan los sulfatos (Ellis y Salt, 2003; Li y col., 2008). 

Esto explica por qué elevadas concentraciones de sulfatos y fosfatos en los suelos conlleven 

a una menor concentración de Se en los forrajes (White y col., 2004; Li y col., 2008). Dada 

la similitud del Se con el azufre (S), ambos elementos compiten tanto en su absorción como 

en su movilización dentro de la planta, y luego de una reducción tanto del selenito como del 

selenato a seleniuro, son metabolizados mediante las vías de asimilación del S (Gupta y 

Gupta, 2017). De esta manera, reemplazando el S dentro de la estructura de aminoácidos por 

Se, se producen los aminoácidos selenometionina (Se-Met) y selenocisteina (Se-Cys), siendo 

la primera la forma más frecuente de encontrar el Se en forrajes y granos (Sors y col., 2005). 

Por lo tanto, los forrajes y granos utilizados para alimentar a los animales aportarán Se-Met, 

Se-Cys, selenatos y selenitos, y una serie de metabolitos intermedios.  

 El Se también puede ser aportado a la dieta mediante suplementos vitamínicos 

minerales, en los cuales el mineral se halla generalmente en forma de sales de selenitos y 

selenatos, así como también en forma de selenolevaduras, que es una presentación comercial 
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que aporta el Se principalmente como Se-Met y pequeñas cantidades de Se-Cys (Schrauzer, 

2000; Weiss, 2005). 

 La absorción del Se en los rumiantes es menor que en animales no rumiantes, debido 

a que el ambiente ruminal genera cambios sobre todas las formas de Se, condicionando su 

absorción en el intestino delgado (Ceballos y Wittwer, 1996). La proteólisis bacteriana 

ruminal, a la cual son sometidas las proteínas que llegan al rumen, resulta en la liberación 

de Se-Met y Se-Cys, con su posible reutilización en la síntesis de proteína microbiana, o en 

la degradación final de los aminoácidos con la liberación de Se al medio ruminal (Aspila, 

1991; Van Ryssen y Schroeder, 2003). Una porción de los selenatos es reducida a selenitos, 

debido al ambiente reductor y las bacterias ruminales, mientras que otra fracción abandona 

sin cambios el rumen hacia el intestino. Por otro lado, el selenito de la dieta, o el producido 

por reducción de los selenatos, puede ser reducido nuevamente y convertido a seleniuro y 

selenio elemental, no disponible para su absorción a nivel intestinal (Van Saun, 1990; Turner 

y col., 1998). Cierta cantidad de selenito es utilizado para la síntesis de selenoaminoácidos 

por parte de los microorganismos ruminales, e incorporado en sus propias proteínas 

(Hidiroglou y col., 1968). En este sentido, los microorganismos ruminales son capaces de 

incorporar Se tanto desde fuentes inorgánicas como a partir de los selenoaminoácidos para 

la síntesis de sus propias proteínas (Koening y col., 1997; Galbraith y col., 2015). Entre un 

40% a 60% del selenito abandona el rumen hacia el intestino donde es absorbido a través de 

mecanismos de difusión pasiva (Serra y col., 1994), mientras que los selenatos serían 

absorbidos por un transporte activo con gasto de energía compartido con el S (Fairweather-

Tait, 1997). Por su parte, los selenoaminoácidos que llegan desde el rumen, o aquellos que 

quedan disponibles luego de la lisis bacteriana a nivel abomasal, son absorbidos en el 
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intestino delgado, por los mismos mecanismos que son absorbidos los respectivos 

aminoácidos azufrados (Weiss, 2005).  

 A nivel de los enterocitos, una porción de las fuentes de Se, y principalmente las 

inorgánicas, pueden ser reducidas a seleniuro y utilizadas para la síntesis de selenoproteínas, 

o volcadas a la sangre donde serán reducidas por los eritrocitos a expensas de glutatión, para 

ser unidos a albúmina y globulinas y transportarse hacia el hígado (Gasiewicz y Smith, 1978; 

Aspila, 1991; Santhosh Kumar y Priyadarsini, 2014). Los selenoaminoácidos, absorbidos 

mediante la vía de absorción de los aminoácidos, son también trasportados hacia el hígado 

(Cousins, 2012). 

 En cuanto a la Se-Met, una vez absorbida, ingresa al pool de metionina quedando 

disponible para ser introducida en las proteínas corporales, sin diferenciarse el aminoácido 

azufrado de la Se-Met. De esta manera, la Se-Met dentro de las proteínas serviría como un 

pool de reserva de Se a largo plazo, aunque sin regulación y solamente disponible a partir de 

la degradación y regeneración proteica y la transulfuración del aminoácido hacia Se-Cys o 

su lisis con la consecuente formación de metilselenol (Schroeder y Mitchener, 1972). 

 El hígado tiene un rol central en el metabolismo del Se en el organismo. Las fuentes 

inorgánicas y la Se-Cys serán reducidas y formarán parte del pool de seleniuro disponible, 

el cual es utilizado para la síntesis de las selenoproteínas hepáticas y de selenoproteína P 

(SepP; Davidson y Kennedy, 1993). La SepP es secretada al plasma conteniendo 10 Se-Cys 

en su estructura y actúa como proteína transportadora de Se en el organismo (Preedy, 2015). 

Si bien la SepP tendría una afinidad por las membranas celulares, receptores específicos en 

los diferentes tejidos captan la SepP por endocitosis, para ser reutilizado el Se en la síntesis 

de las diferentes selenoproteínas (Wilson y Tappel, 1993; Burk y Hill, 2015). 



7 
 

 Las madres transfieren Se a sus crías por vía placentaria y también por calostro y 

leche luego del nacimiento (Mehdi y Dufrasne, 2016). Durante el último tercio de gestación 

se produce una movilización de Se hacia el hígado fetal y la ubre con el fin de suplir los 

requerimientos del feto y la posterior secreción de calostro (Van Saun y col., 1989; House y 

Bell, 1994). En este sentido, las formas orgánicas de Se serían más eficientes en atravesar la 

placenta en comparación con las formas inorgánicas (Levander, 1986), de la misma manera 

que la Se-Met es incorporada rápidamente dentro de la caseína de la leche en reemplazo de 

su análogo azufrado (Van Dael y col., 1992; Weiss, 2005).  

 Las vías de excreción de Se en los rumiantes son principalmente las heces y la orina. 

Debido a la reducción del elemento hacia formas no absorbibles a nivel ruminal, una gran 

parte del mineral ingerido por vía oral es eliminado a través de las heces (Levander, 1986; 

Ceballos y col., 1996). La vía urinaria, si bien es utilizada para eliminar el Se administrado 

por vía oral, toma mayor importancia cuando el Se es administrado por vía parenteral, o 

cuando el aporte es superior a los requerimientos (Giese, 1984; Pedrosa y col., 2012). En 

este sentido, cuando los aportes son excesivos, el Se es también eliminado a través de la 

respiración como dimetil seleniuro (Levander, 1986; Burk y Hill, 2015). 

 

Funciones biológicas (selenoproteínas) 

 Las diversas funciones biológicas del Se son llevadas a cabo por las selenoproteínas. 

Hasta el momento se encuentran descriptas 30 selenoproteínas, de las cuales todas tienen Se-

Cys en su estructura primaria (Kryukov y col., 2003; Beckett y Arthur, 2005). A diferencia 

de los compuestos azufrados donde el S aparece en su estado oxidado, en las selenoproteínas 

el Se se encuentra en su estado reducido (Combs y Combs, 1984). Esta diferencia les otorga 
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una mayor actividad, debido a que a pH fisiológico el grupo selenol del aminoácido Se-Cys 

aparece disociado, y por ende con capacidad de reaccionar rápidamente (Stadtman, 1996; 

Beckett y Arthur, 2005). Si bien la incorporación de la Se-Cys en las selenoproteínas 

depende de un codón UGA en los ARN mensajeros durante el proceso de la síntesis proteica, 

la síntesis de las selenoproteínas es altamente dependiente del aporte de Se al organismo 

(Behne y Kyriakopoulos, 2001; Driscoll y Copeland, 2003). 

 Las funciones del Se en el organismo han sido estudiadas, principalmente, en el 

contexto de su actividad antioxidante. De las selenoenzimas, cinco son glutatión peroxidasas 

(GPx), tres son tioredoxin reductasas (TrxRs), otras tres son deiodinasas (D1 a D3) y de las 

restantes se destacan la SepP como una proteína transportadora de Se principalmente, y la 

selenofosfato sintetasa (SPS) que participa en la biosíntesis de Se-Cys (Santhosh Kumar y 

Priyadarsini, 2014). 

 

Glutatión peroxidasas 

 Existen 8 variedades de GPx descriptas, de las cuales las GPx 1- 4 y la GPx 6 

contienen Se en su estructura. Las GPx 1, 2, 3 y 6 tienen una estructura tetramérica con 4 

átomos de Se en su estructura, y tendrían especificidad de actuar sobre el peróxido de 

hidrógeno y otros hidroperóxidos de bajo peso molecular como los hidroperóxidos de ácidos 

grasos (Flohe y col., 1973; Labunskyy y col., 2014). En cambio, la GPx4 posee una 

estructura monomérica y estaría involucrada en la reducción de hidroperóxidos de 

fosfolípidos complejos como el hidroperóxido de fosfatidilcolina y el hidroperóxido de 

colesterol, ambos asociados a las membranas celulares (Labunskyy y col., 2014). Aunque 

estas selenoenzimas tienen ubicación diferente, en general las GPx catalizan la reducción del 
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peróxido de hidrógeno y peróxidos orgánicos evitando la formación y propagación de 

radicales libres, previniendo de esta manera, el daño oxidativo a nivel celular y tisular. Esta 

reducción es llevada a cabo oxidando el glutatión reducido (GSH) a glutatión oxidado 

(GSSG) (Mills, 1957; Rivera, 2005). Las isoformas más estudiadas son la GPx 1 y la GPx 

4, responsables de la actividad antioxidante a nivel del citosol y de las membranas celulares, 

respectivamente (Fairweather-Tait y col., 2010; Hatfield y col., 2014). La GPx 4, además 

tiene diferentes expresiones denominadas GPx4c, citosólica, GPx4m, mitocondrial y 

estructural a nivel de la pieza media de los espermatozoides, y GPx4n, nuclear (Behne y 

Kyriakopoulos, 2001; Fairweather-Tait y col., 2010; Brigelius-Flohe y Flohé, 2019). La GPx 

2 ejerce su función en el tracto digestivo y en los endotelios vasculares, mientras que la GPx 

3 es responsable de la actividad antioxidante en los espacios extracelulares y el plasma 

(Behne y Kyriakopoulos, 2001; Heras y col., 2011). 

 

Tioredoxin reductasas 

Las TrxRs son oxidoreductasas localizadas intracelularmente, que participan a nivel 

del sistema redox de los tioles, en el sistema de las tioredoxinas (Trx) y en el sistema del 

glutatión y la enzima glutatión reductasa (GSH/GR; Labunskyy y col., 2014). Utilizando 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido (NADPH) como fuente de poder 

reductor, las TrxRs mantienen las Trx en estado reducido y reducen el GSSG a GSH. De 

esta manera intervienen indirectamente en la síntesis del ADN, el crecimiento celular, la 

apoptosis y la protección contra el daño oxidativo, y a pesar de su importancia, este grupo 

de selenoenzimas no está tan estudiado como las GPx (Mustacich, 2000; Tapiero y col., 

2003; Papp y col., 2007).  Las TrxR1, citosólica y nuclear, son capaces de reducir no solo a 
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las Trx, sino también varios compuestos de bajo peso molecular. Las TrxR3 se localizan 

principalmente en las mitocondrias y están involucradas en la reducción de las Trx 

mitocondriales. Por último, las tioredoxin/glutatión reductasas (TrxGR), también conocidas 

como TrxR2, participan tanto en el sistema de las Trx, como en el sistema de la GSH/GR 

(Arner y Holmgren, 2000; Labunskyy y col., 2014).  

 

Desiodinasas 

Las iodotironina desiodinasas (D1, D2 y D3) están involucradas en la regulación de 

la actividad de las hormonas tiroideas, debido a la desiodación que producen sobre ellas. La 

mayor parte de las hormonas tiroideas producidas por la glándula tiroides es secretada en su 

forma inactiva, la tiroxina (T4). Esta prohormona es convertida a su forma activa, la 3,3´,5-

triiodotironina (T3) mediante una reacción de desiodación catabolizada por la D1 y la D2. 

Por su parte, la D3 puede inactivar la T3 y la T4 formando las hormonas T2 y T3 reversa, 

respectivamente (Matamoros y col., 2003; Beckett y Arthur, 2005). La D1 ejerce su rol 

principal en la producción de T3 en la glándula tiroides y controla los niveles circulantes de 

dicha hormona, además se encuentra en hígado, riñón, músculo esquelético y en la grasa 

parda; mientras que las D2 y D3 ejercen su función de desiodación a nivel local, en el tejido 

u órgano específico, predominando la D2 en el sistema nervioso central, la pituitaria y la 

grasa parda, y la D3 en el sistema nervioso central y la placenta  (Arthur y col., 1991; Arthur 

y col., 1992; Bianco y col., 2002).  

 

Selenoproteína P 
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La SepP es una glicoproteína que contiene 10 átomos de Se por molécula como Se-

Cys, y es responsable de aproximadamente el 60% del Se en el plasma. Si bien es producida 

en el hígado y secretada al plasma para el transporte y entrega de Se a los tejidos, también 

ha sido asociada a las membranas celulares, lo que sugiere un rol antioxidante 

(Mostenbocker y Tappel, 1982; Burk y Hill, 2009). Debido a que el Se está unido mediante 

un enlace covalente a la selenoproteína, su liberación implica la ruptura de la SepP antes de 

que la célula pueda utilizar el elemento (Wilson y Tappel, 1993; Burk y col., 2003). De esta 

manera, la SepP no es capaz de tomar y ceder Se, sino que únicamente lo entrega a nivel 

tisular, y solo cuando es captada por receptores específicos (Burk y Hill, 2015). 

  

Selenofosfato sintetasa  

 Los mecanismos para la incorporación de Se dentro de la Se-Cys involucran un 

precursor de Se inorgánico, el selenofosfato. Este precursor es sintetizado a partir de 

seleniuro y adenosín trifosfato (ATP) por la enzima SPS (Papp y col., 2007). Es así como la 

SPS tiene un rol importante en el metabolismo del Se, no solo por la síntesis de las diferentes 

selenoproteínas a nivel de los tejidos, sino también en la síntesis de la SepP, encargada de 

transportar y entregar el Se al organismo (Labunskyy y col., 2014). 

  

Diagnóstico de la deficiencia de Se en bovinos 

 Nutricional o fisiológicamente, el estatus de Se está determinado por cuatro factores: 

el consumo de Se, la retención en los tejidos, el Se funcional y finalmente su excreción. El 

consumo de Se dependerá del contenido de Se de los alimentos, y este de la cantidad de Se 

soluble en el suelo, así como también de la capacidad de las plantas para tomarlo y fijarlo en 
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sus proteínas. Como dijimos anteriormente, los forrajes aportarán principalmente Se-Met, y 

en menor proporción Se-Cys, selenatos y selenitos. En este sentido, los alimentos que 

contengan concentraciones de Se menores a 0,1 ppm serán considerados como deficientes, 

aunque las muestras compuestas de forraje han sido consideradas una alternativa imprecisa 

para evaluar la ingesta de Se en bovinos en pastoreo (Grant y Sheppard, 1983). La 

determinación del estatus de Se a partir de muestras animales ha sido considerada la mejor 

opción. La capacidad de retención del Se en los tejidos dependerá de la cantidad de Se 

absorbido, y por lo tanto de la cantidad de Se que llegue al intestino en forma soluble y sea 

capaz de evitar los antagonistas. Luego de ser absorbido viaja en plasma unido a albúminas 

y globulinas, y llega al hígado donde es metabolizado y volcado nuevamente al torrente 

sanguíneo en forma de SepP. La concentración de Se en el organismo puede ser determinada 

a partir de muestras de hígado, poco práctico para el diagnóstico a campo, de sangre entera, 

suero o plasma, siendo estos dos últimos prácticamente equivalentes en lo que respecta al 

contenido de Se (Puls, 1994; Wichtel., 1998; Hefnawy y Tórtora-Pérez, 2010). Dado que las 

muestras utilizadas para determinar el estatus de Se deben ser aquellas que puedan ser 

tomadas del animal de una manera simple, es que se utiliza generalmente sangre entera, 

suero o plasma. Estas muestras son de gran utilidad para determinar: a) la cantidad del 

elemento biológicamente activo, mediante la actividad de la GPx, o bien, b) la concentración 

de Se, como cantidad del elemento potencialmente activo (Wichtel, 1998; Hefnawy y 

Tórtora-Pérez., 2010).  

Debido a que la regulación de los procesos de síntesis y expresión de las 

selenoproteínas demuestra que, en condiciones de deficiencia el sistema prioriza las enzimas 

a expresar, y la GPx es la última prioridad, la actividad de esta enzima en sangre refleja en 

buena manera que las necesidades del elemento han sido cubiertas en el animal (Behne y 
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Kyriakopoulos, 2001; Beckett y Arthur, 2005). Además, se ha demostrado que la actividad 

GPx en sangre entera está directamente relacionada con el aporte dietario de Se (Thompson 

y col., 1981). Debido a que existe una elevada correlación entre dicha actividad enzimática 

y la concentración de Se en el hígado y la sangre, se la considera un fiel indicador para 

evaluar el estatus de este mineral en los rodeos bovinos (Ceballos y col., 1999; Tapiero y 

col., 2003; Juniper y col., 2008). En este sentido, se define al estatus de Se como adecuado 

cuando la actividad GPx es mayor a 39,4 Unidades/mililitro de Hematocrito (U/ml Hto), 

mientras que se considera un estatus deficiente, bajo o marginal a valores de < 18, 18,5 – 

30,3 y 30,3 – 39,4 U/ml Hto, respectivamente (Maas, 1990; Ceballos y col., 1999; Tapiero 

y col., 2003; Juniper y col., 2008; Randox, 2009).  

 

LA CUENCA DEPRIMIDA DEL RÍO SALADO Y EL RIESGO DE CARENCIA DE 

SELENIO 

La Cuenca Deprimida del Río Salado (CDS), situada al noreste de la Provincia de 

Buenos Aires, es una zona sin aptitud agrícola, destinada a la cría bovina. Con 

aproximadamente 5,5 millones de bovinos, es una de las mayores zonas productoras de 

terneros del país (SENASA, 2017). La CDS posee características edafológicas homogéneas, 

en las que la topografía característica está compuesta por medias lomas, bajos tendidos y 

bajos dulces (Sánchez y col., 1976). En general, cuenta con un relieve plano con poco declive 

hacia el mar, con suelos compactos con predominio de materiales finos. Estas condiciones 

provocan una baja infiltración de agua, con rápido encharcamiento y tendencia al 

anegamiento (Barbagallo, 1983; Miretzky, 2001; Vázquez y col., 2009). 

 El sistema productivo de cría bovina de la CDS es principalmente pastoril y 

extensivo, y está basado en el consumo de pastizales naturales y pasturas naturalizadas como 
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principales fuentes de alimento (Némoz, 2013). Estos sistemas pastoriles son propensos a 

generar carencias minerales en los bovinos, entre ellas la de Se, debido principalmente a que 

los forrajes no siempre cubren los requerimientos de los animales (Suttle, 2010). Como se 

mencionó anteriormente, la forma química en la que se presenta el elemento en el suelo es 

el principal factor que determina su biodisponibilidad (Jones y col., 2017). Esta tiende ser 

limitada en suelos ácidos, poco oxigenados, con tendencia al anegamiento y de bajo 

potencial redox (Alloway, 2012; Sharma y col., 2015). Estos suelos se asocian a áreas 

geográficas con deficiencia endémica de Se (Fordyce y col., 2013), pudiendo afectar a los 

sistemas de cría (Campbell y col., 1995). 

 En Argentina, la deficiencia de Se está distribuida a lo largo del país (Cseh y col., 

2013), y ha sido asociada con la aparición clínica de la carencia, especialmente la EMB o 

Miopatía degenerativa nutricional, en terneros y corderos (Odriozola y col., 2015; Rodriguez 

y col., 2016; Micheloud y col., 2018). Sin embargo, a pesar de que la EMB es la 

manifestación de la deficiencia más reconocida, las consecuencias subclínicas ocurren en 

forma previa a la aparición de la forma clínica y serían más frecuentes, aunque también más 

difíciles de percibir. La carencia subclínica se caracteriza por provocar fallas en el 

crecimiento, fallas inmunitarias y problemas reproductivos (Spears y col., 1986; Spears, 

2000). Se ha observado en terneros que la deficiencia de Se perjudica su desarrollo 

provocando menor peso al destete (Koller y col., 1983; Spears y col., 1986). Además, la 

deficiencia reduce la migración quimiotáctica y la capacidad lítica de macrófagos y 

neutrófilos sanguíneos, tanto en animales jóvenes como en adultos (Hogan y col., 1990; 

Spears y Weiss, 2008; Hall y col., 2013). Se ha demostrado que la suplementación con Se 

de las madres mejora los niveles de inmunoglobulinas en sus terneros, así como también que 

la suplementación en terneros aumenta su respuesta humoral post vacunación (Awadeh y 
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col., 1998; Hall y col., 2013). Por otro lado, la deficiencia de Se puede resultar en problemas 

reproductivos como infertilidad, retención placentaria, abortos y el incremento en la 

incidencia de metritis y ovarios quísticos en las hembras (Spears y Weiss, 2008; Hefnawy y 

Tórtora-Pérez, 2010; Sordillo, 2013). En machos puede generar una disminución de la 

fertilidad debido a alteraciones en la síntesis de testosterona y en la producción de 

espermatozoides, con disminución en la longitud y circunferencia escrotal (Wu y col., 1979; 

Behne y col., 1996; Kaur y Kaur, 2000; Marai y col., 2009; Ahsan y col., 2014). 

 En la CDS los reportes de deficiencia de Se se limitan a la aparición de la 

manifestación clínica en terneros, pero se desconoce su ocurrencia subclínica al igual que el 

riesgo de sus consecuencias (Rodriguez y col., 2016). 

 El objetivo general del presente trabajo de tesis es conocer la prevalencia de la 

deficiencia de Se en los rodeos de cría bovina de la CDS y evaluar sus consecuencias 

productivas y reproductivas. Para cumplir con este objetivo se plantearon los siguientes 

objetivos particulares: Conocer el estatus de Se en rodeos bovinos de la CDS (Capítulo 2); 

Estudiar el efecto de la suplementación parenteral con Se sobre la ganancia de peso y la 

actividad GPx en terneros predestete y en un sistema de confinamiento (Capítulo 3); Estudiar 

el efecto de la suplementación con Se sobre el porcentaje de preñez en vacas inseminadas a 

tiempo fijo y sobre la calidad de los espermatozoides bovinos cultivados in vitro (Capítulo 

4); y Establecer el efecto de distintas concentraciones de Se sobre la maduración de ovocitos 

bovinos y su capacidad de desarrollo posterior (Capítulo 5). 
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CAPÍTULO II 

 

RELEVAMIENTO DEL ESTATUS DE SELENIO EN RODEOS BOVINOS DE LA 

CUENCA DEPRIMIDA DEL RIO SALADO  

 

INTRODUCCIÓN  

 La producción de cría bovina, realizada sobre sistemas pastoriles extensivos, sin 

suplementación mineral, puede verse afectada por carencias minerales, entre ellas la de Se 

(Se; Ammerman and Miller, 1975; Hefnawy y Tórtora-Pérez, 2010; Suttle, 2010). Esto es 

debido a que los forrajes no siempre cubren los requerimientos de Se, establecidos en 0,1 

ppm (NRC, 2016). La concentración de Se en los forrajes está condicionada por su 

biodisponibilidad en el suelo. La forma química en la que se presenta el elemento es el 

principal factor que determina dicha biodisponibilidad (Jones y col., 2017), y está 

condicionada en gran medida por las características del suelo, dentro de las cuales se 

encuentra el pH, y por variables ambientales como las precipitaciones (Sharma y col., 2015; 

Jones y col., 2017; Li y col., 2017). La biodisponibilidad del Se para los forrajes tiende a ser 

limitada en suelos ácidos, poco oxigenados, con tendencia al anegamiento y de bajo 

potencial redox (Alloway, 2012; Sharma y col., 2015). Estos suelos se asocian a áreas 

geográficas con deficiencia endémica de Se (Fordyce y col., 2013), pudiendo afectar a los 

sistemas de cría (Campbell y col., 1995). 

 La CDS es una zona situada al noreste de la Provincia de Buenos Aires 

principalmente dedicada a la cría bovina. Los sistemas productivos son de base pastoril y 

extensivos, y con aproximadamente 5,5 millones de bovinos es una de las mayores zonas 
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productoras de terneros del país (SENASA, 2017). Por otro lado, la CDS es una zona de 

características edafológicas homogéneas, con medias lomas, bajos tendidos y bajos dulces 

(Sánchez y col., 1976). Sin embargo, un relieve plano con poco declive hacia el mar, y suelos 

compactos con predominio de materiales finos, provocan una baja infiltración de agua, con 

rápido encharcamiento y tendencia al anegamiento (Barbagallo, 1983; Miretzky, 2001; 

Vázquez y col., 2009). Las zonas bajas son las áreas de escurrimiento por excelencia, lo cual, 

sumado a una napa freática cercana a la superficie durante todo el año, produce un 

movimiento de sales que les confieren un carácter alcalino (Miretzky, 2001). En la CDS se 

ha reportado recientemente la manifestación clínica de la deficiencia de Se en bovinos 

(Rodriguez y col., 2016), sin embargo, aún no se conoce si dicha deficiencia está presente 

de manera subclínica. 

La deficiencia clínica de Se se presenta como un cuadro de elevada mortalidad en 

terneros, llamado EMB o Miopatía degenerativa nutricional, debido a las lesiones oxidativas 

que genera en músculos cardíaco y esquelético (Rodríguez y col., 2016; Micheloud y col., 

2018). En sistemas pastoriles sin suplementación mineral, la carencia de Se durante la 

gestación predispone a los terneros a sufrir EMB (Walder y Van der Mayer, 2011). La forma 

subclínica de la carencia precede a la EMB y puede pasar desapercibida, generando pérdidas 

productivas importantes (Larson, 2005; Enjalbert y col., 2006; Kegley y col., 2016). Estas 

pérdidas suelen manifestarse debido a fallas en el crecimiento en animales jóvenes, fallas 

inmunológicas y baja eficiencia reproductiva (Spears y col., 1986; Spears, 2000).  Se ha 

descripto que la deficiencia de Se puede perjudicar el desarrollo de los terneros, provocando 

menor peso al destete (Koller y col., 1983; Spears y col., 1986); y generar fallas en la 

fertilidad que han sido claramente asociadas a la deficiencia de Se en vacas lecheras, 

especialmente como consecuencia de la mayor incidencia de infecciones asociadas al parto 
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(Mehdi y Dufrasne, 2016). En sistemas de cría, en cambio, los antecedentes no son 

concluyentes (Waldner y Van De Weyer, 2011). 

  En bovinos, la deficiencia de Se puede ser diagnosticada a partir de los niveles de 

actividad de la enzima GPx en sangre. La actividad de esta enzima está directamente 

relacionada con el aporte dietario de Se, y debido a que existe una elevada correlación entre 

dicha actividad enzimática y la concentración de Se en hígado y sangre, se la considera un 

fiel indicador para evaluar el estatus de este mineral en los rodeos bovinos (Ceballos y col., 

1999; Tapiero y col., 2003, Juniper y col., 2008). Como marcador biológicamente activo del 

estatus de Se, la actividad GPx sanguínea, evaluada como U/ml Hto, permite definir el 

estatus de los bovinos como deficiente (<18), bajo (18,5 – 30,3), marginal (30,3 – 39,4) y 

adecuado (˃ 39,4) (Maas, 1990; Ceballos y col., 1999; Tapiero y col., 2003; Juniper y col., 

2008; Randox, 2009). 

 En consecuencia, se diseñaron 2 experimentos con el fin de conocer 1) el estatus de 

Se en hembras adultas y terneros de rodeos de cría de la CDS a partir de la actividad GPx en 

un relevamiento de 6 partidos de dicha cuenca y, 2) el efecto de la estación del año sobre la 

actividad GPx de los rodeos de cría en uno de los partidos de la CDS. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité 

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad 

de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (Protocolo número 51-3-

15T). 
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  Animales y establecimientos 

Los establecimientos utilizados para este ensayo reunieron las siguientes 

condiciones: estar ubicado en la CDS y dedicarse a la cría bovina bajo un sistema de 

producción sobre pastizales naturales y/o naturalizados, sin suplementación de mezclas 

minerales, granos de cereales y/o suplementos nutricionales, y poseer facilidades de acceso 

durante todo el año. 

 

Relevamiento del estatus de Se a través de la actividad GPx en rodeos bovinos de la 

CDS 

El relevamiento se realizó entre los meses de febrero del año 2016 y septiembre del 

año 2019, incluyó 35 establecimientos dedicados a la cría bovina, ubicados en los partidos 

de Azul, Chascomús, Dolores, Magdalena, Rauch, y Tapalqué (Figura 2.1).  

En cada establecimiento se escogieron de manera aleatoria 20 animales y se les 

tomaron muestras de sangre. De los 20, 10 animales fueron hembras reproductoras que 

habían parido al menos una vez, y tenían más de 2 años de edad (definidos en este estudio 

como “vacas”), y los 10 restantes fueron animales con menos de 2 años y sin distinción de 

sexo (definidos como “terneros”). Los animales seleccionados se encontraban en buen 

estado general, sin presentación de secreciones oculares, nasales o diarrea ni antecedentes 

de tratamientos recibidos durante al menos 3 meses previos al muestreo.  
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Figura 2.1. Ubicación geográfica de la CDS y de los partidos muestreados. 

 

Ubicación geográfica de la Cuenca Deprimida del Río Salado (CDS) y de los partidos 

muestreados en el relevamiento dentro de la Provincia de Buenos Aires, Argentina. 1- 

Azul; 2- Chascomús; 3- Dolores; 4- Magdalena; 5- Rauch; 6- Tapalqué. 

 

Asociación entre la actividad GPx en bovinos y la estación del año  

 Este experimento se llevó a cabo durante los años 2017 y 2018, en 6 establecimientos 

dedicados a la cría bovina, ubicados en el Partido de Chascomús (Figura 2.2). En cada 

establecimiento se tomaron muestras de sangre de 20 animales como se describió en el 

Objetivo 1 (10 del plantel de hembras reproductoras con más de 2 años (vacas) y 10 animales 

con menos de 2 años y sin distinción de sexo (terneros)) durante las cuatro estaciones del 

año. En todos los muestreos, los animales seleccionados se encontraban en buen estado 

general, sin presentación de secreciones oculares, nasales o diarrea ni antecedentes de 

tratamientos recibidos durante al menos 3 meses previos al muestreo. 
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Figura 2.2. Ubicación geográfica de los establecimientos en estudio dentro del partido de 

Chascomús.  

 

Vista satelital de la ubicación geográfica de los establecimientos en estudio dentro del partido de 

Chascomús, Buenos Aires, Argentina. Los establecimientos están indicados por puntos blancos dentro del 

partido e identificados con números correlativo del 1 al 6 (Establecimientos: 1- 35°24'18.9"S 

58°06'10.7"W; 2- 35°37'23.7"S 57°59'30.7"W; 3- 35°25'40.2"S 58°03'47.4"W; 4- 35°44'37.5"S 

58°03'25.8"W; 5- 35°32'52.9"S 58°07'28.6"W; y 6- 35°38'59.7"S 57°57'51.7"W). 

 

Recolección de sangre y determinaciones de hematocrito y actividad GPx 

Las muestras de sangre se tomaron por venopunción yugular utilizando una jeringa 

y aguja estériles por animal. Se recolectaron en tubos plásticos con heparina sódica como 

anticoagulante. Los tubos se mantuvieron refrigerados durante el muestreo y se trasladaron 

al laboratorio en recipientes térmicos con hielo. En el laboratorio se mantuvieron 

refrigeradas a 4°C hasta su procesamiento. 
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El porcentaje de Hto se determinó por centrifugación en capilar (microhematocrito), 

empleando una microcentrífuga Rolco CH 24 (5 minutos a 12000 rpm).  La actividad GPx 

en sangre entera se evaluó mediante método colorimétrico utilizando el kit comercial 

RANSEL (Cat. Num. RS 504, Laboratorio Randox Ltd, Crumlin, Reino Unido) y un 

espectrofotómetro UV/VIS (Lambda 25 - Perking Elmer), según el método de Paglia y 

Valentine (1967). La enzima GPx cataliza la oxidación de Glutatión (GSH) por el 

hidroperóxido de cumeno. En presencia de la enzima Glutatión Reductasa (GR) y 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH), el Glutatión oxidado (GSSG) es 

inmediatamente convertido en su forma reducida con la consecuente oxidación del NADPH 

a NADP+. Brevemente, se diluyeron 0,05 ml de sangre en 2 ml del diluyente suministrado 

por el kit. Luego 0,01 ml de sangre diluida y hemolizada fueron colocados en tubos de vidrio 

con 0,5 ml del reactivo conformado por 4 mmol/l de GSH, 0,5 U/l de GR y 0,34 mmol/l de 

NADPH y 0,02 ml de hidroperóxido de cumeno. Para el blanco se utilizaron 0,01 ml de agua 

destilada. La absorbancia inicial y luego de 2 minutos fueron medidas para las muestras y 

blancos a 340 nm en el espectrofotómetro. Los controles de calidad se realizaron utilizando 

RANSEL Control. La concentración de GPx se calculó como U/l del hemolizado = 8412 x 

ΔA a 340nm, donde ΔA = variación entre la absorbancia inicial y a los 2 min. Luego se 

multiplicó por el factor de dilución (41) y se realizó el cociente para cada muestra por su 

valor de hematocrito. La actividad GPx fue finalmente expresada en U/ml Hto.  

 

Diseño experimental 

Relevamiento del estatus de Se a través de la actividad GPx en rodeos bovinos de la CDS 
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En el experimento 1 se realizó un estudio observacional del estatus de Se en rodeos 

bovinos que incluyó 350 vacas y 350 terneros pertenecientes a 35 establecimientos 

dedicados a la cría bovina, ubicados en los partidos de Azul, Chascomús, Dolores, 

Magdalena, Rauch, y Tapalqué.  

Los resultados de actividad de GPx están expresados como la media de los mínimos 

cuadrados ± error estándar de la media (EEM). La distribución de los animales (vacas y 

terneros de los diferentes partidos) según su estatus de Se está expresado en porcentajes. 

 

Asociación entre la actividad GPx en bovinos y la estación del año  

En el experimento 2 se realizó un estudio observacional longitudinal en bloques 

completos al azar, para lo cual se analizó el estatus de Se en rodeos bovinos, durante las 

cuatro estaciones del año. Se incluyeron 6 establecimientos, con 10 vacas y 10 terneros de 

cada uno, dedicados a la cría bovina y ubicados en el Partido de Chascomús.  

Los resultados de actividad de GPx están expresados como la media de los mínimos 

cuadrados ± EEM. La distribución de los animales (vacas y terneros de los diferentes 

partidos) según su estatus de Se está expresado en porcentajes. 

 

Análisis estadístico 

 En el experimento 1 el modelo estadístico incluyó el efecto de la categoría (vaca vs. 

ternero), el partido (Azul vs. Chascomús vs. Dolores vs. Magdalena vs. Rauch, vs. Tapalqué) 

y sus interacciones como variables fijas y el animal como variable aleatoria. En el 

experimento 2 el modelo estadístico incluyó el efecto de la categoría (vaca vs. ternero), el 

establecimiento (1 vs. 2 vs. 3 vs. 4 vs. 5 vs. 6), la estación del año (Primavera vs. Verano vs. 
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Otoño vs. Invierno) y sus interacciones como variables fijas y el animal como variable 

aleatoria. La actividad GPx se analizó utilizando una distribución normal, con el 

procedimiento GLIMIX de SAS (SAS 9.4, Institute, Cary, Carolina del Norte, Estados 

Unidos). Para analizar la distribución de los animales según su estatus de Se, se tuvo en 

cuenta a los animales que conforman la muestra de manera aislada y se los separó según su 

estatus en deficiente, bajo, marginal y adecuado como se explicó anteriormente, y se analizó 

el porcentaje de animales con estatus adecuado utilizando el procedimiento GENMOD de 

SAS (SAS 9.4, Institute, Cary, Carolina del Norte, Estados Unidos). Los resultados de 

actividad GPx están expresados como la media de los mínimos cuadrados ± EEM. La 

distribución de los animales con estatus adecuado de Se está expresado como porcentaje. La 

significación estadística se estableció en P < 0,05 y P ≤ 0,10 para tendencia e interacciones. 

 

RESULTADOS 

Relevamiento del estatus de Se en rodeos bovinos de la CDS 

 La actividad GPx de los animales muestreados en la CDS se detallan en la Tabla 2.1. 

La actividad GPx no fue diferente según la categoría animal (P ˃ 0,05; Tabla 2.1), pero se 

vio modificada por los partidos (P < 0,01; Tabla 2.1). Además, se observó una interacción 

categoría*partido sobre la actividad GPx, que demuestra una mayor actividad de la enzima 

en las vacas en el partido de Chascomús, mientras que en los partidos de Dolores y 

Magdalena se registró una mayor actividad GPx en los terneros; siendo la actividad 

enzimática similar entre categorías en los partidos de Azul, Rauch y Tapalqué (P < 0,01; 

Figura 2.3). 
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Tabla 2.1. Actividad GPx en sangre entera según la categoría animal y el partido de la CDS. 

Variable Actividad GPx 
(U/ml Hto) EEM Valor de P 

Categoría animal       
Vacas 30,92 1,70 

0,35 Terneros 33,18 1,75 
Partidos de la CDS        

Azul 47,88 a 3,87 

<0,01 

Chascomús 30,98 b 0,84 
Dolores 30,23 bc* 3,26 

Magdalena 43,71 a 2,44 
Rauch 17,64 c 3,16 

Tapalque 21,84 c* 3,37 
La actividad GPx en sangre entera se determinó según el método de Paglia y Valentine (1967). 

Los datos están expresados como la media de los mínimos cuadrados. CDS: Cuenca Deprimida 

del Río Salado; GPx: glutatión peroxidasa; U/ml Hto: unidades/ mililitro de hematocrito; EEM: 

Error estándar de la media. a - c Valores con diferente superíndice dentro de cada columna indica 

diferencias estadísticamente significativas (P < 0,05); Valores con (*) dentro de cada columna 

tendieron a ser diferentes (P ˂ 0,10). Valor adecuado: ˃ 39,4 U/ml Hto. 
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Figura 2.3. Actividad GPx en vacas y terneros de diferentes partidos de la CDS.  

 

La actividad GPx en sangre entera se determinó según el método de Paglia y Valentine (1967). Los 

datos están expresados como la media de los mínimos cuadrados ± EEM. a, b Barras con letras diferentes 

dentro de cada partido indican diferencias estadísticamente significativas (P < 0,05). Valor adecuado: ˃ 

39,4 U/ml Hto. 

 

 En la Figura 2.4 se observa la distribución porcentual de los animales (vacas y 

terneros de los diferentes partidos) según su estatus de Se, determinado a partir de la 

actividad GPx en sangre entera. El porcentaje de animales con estatus adecuado de Se varía 

según los partidos, siendo mayor en el partido de Azul (66,67%) en comparación con los 

partidos de Chascomús (32%), Dolores (21,1%), Magdalena (30%), Rauch (0%) y Tapalqué 

(7,1%; P < 0,01). Con respecto a la categoría animal, se observó un mayor porcentaje de 

vacas con estatus adecuado de Se en relación con los terneros (35% vs 24%, 

respectivamente; OR = 1,63, Intervalo de confianza 95% = 0,97 - 2,71; P = 0,05).  
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Figura 2.4. Distribución porcentual de los animales según su estatus de Se en los diferentes 

partidos de la CDS. 

 

El estatus de Se de los animales se midió a través de la determinación de la actividad GPx en sangre entera 

según el método de Paglia y Valentine (1967). Los datos están expresados como porcentajes de animales 

según los estatus deficiente, bajo, marginal y adecuado (< 18, 18,5 – 30,3, 30,3 – 39,4 y ˃ 39,4 U/ml Hto, 

respectivamente), según la categoría animal y el partido de la CDS. 

 

Asociación entre la actividad GPx en bovinos y la estación del año. 

 La actividad GPx de los animales muestreados en el partido de Chascomús a lo largo 

de las 4 estaciones se detallan en la Tabla 2.2. El nivel de actividad GPx de los animales no 

fue diferente según la estación del año (P ˃ 0,05; Tabla 2.2). Sin embargo, se encontraron 

diferencias significativas según la categoría animal y el establecimiento muestreado (P < 

0,01; Tabla 2.2). Además, se observó una interacción categoría*establecimiento sobre la 

actividad GPx, que demuestra una mayor actividad enzimática para las vacas en relación a 
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los terneros en 4 de los establecimientos muestreados (P < 0,01), mientras que, en 2 de ellos 

la actividad GPx fue similar para ambas categorías (P > 0,05; Figura 2.5). 

 

Tabla 2.2. Actividad GPx en sangre entera según la estación del año, la categoría animal y 

el establecimiento dentro del partido de Chascomús. 

Variable Actividad GPx 
(U/ml Hto) EEM Valor de P 

Estación del año       
Otoño 32,54 1,32 

0,8 
Invierno 31,54 1,10 

Primavera 33,27 1,10 
Verano 32,64 1,10 

Categoría       

Vacas 35,99 a 0,80 < 0,01 Terneros 29,01 b 0,83 
Establecimiento       

1 36,70 a 1,35 

<0,01 

2 31,09 b 1,47 

3 31,44 b 1,35 

4 26,17 c 1,35 

5 35,00 a 1,60 

6 34,58 a 1,35 
La actividad GPx en sangre entera se determinó según el método de Paglia y Valentine 

(1967). Los datos están expresados como la media de los mínimos cuadrados. a - c Valores 

con diferente superíndice dentro de cada columna indica diferencias estadísticamente 

significativas (P < 0,05). GPx: glutatión peroxidasa; U/ml Hto: unidades/ mililitro de 

hematocrito; EEM: Error estándar de la media. Valor adecuado: ˃ 39,4 U/ml Hto. 
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Figura 2.5. Actividad GPx en vacas y terneros de diferentes establecimientos del partido de 

Chascomús.  

 

La actividad GPx en sangre entera se determinó según el método de Paglia y Valentine 

(1967). Los datos están expresados como la media de los mínimos cuadrados ± EEM.  a, b 

Barras con letras diferentes dentro de cada establecimiento indica diferencias 

estadísticamente significativas (P < 0,05). Valor adecuado: ˃ 39,4 U/ml Hto. 

 

 En la figura 2.6 se observa la distribución porcentual del estatus de Se en vacas y 

terneros del partido de Chascomús para las diferentes estaciones del año. El porcentaje de 

animales con estatus adecuado de Se fue mayor en vacas que en terneros (42% vs. 21%, 

respectivamente, OR = 3,34, Intervalo de confianza 95% = 1,66 - 6,72; P < 0,01). Por otro 

lado, ese porcentaje fue diferente según el establecimiento muestreado (P < 0,05). Los 

establecimientos 1 y 6 tuvieron porcentajes similares (47,5% y 50%, respectivamente; P > 

0,05), y mayores que los establecimientos 2, 3, 4 y 5 (P < 0,05), los cuales presentaron 

porcentajes similares entre si (28,6 %, 20 %, 20% y 20% respectivamente; P > 0,05). Los 
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establecimientos 1 y 2 tendieron a ser diferentes (P ˂ 0,1). El porcentaje de animales con 

estatus adecuado fue similar en las 4 estaciones del año (P ˃ 0,05), y no se encontró efecto 

de las interacciones analizadas (categoría*establecimiento: P ˃ 0,10; categoría*estación: P 

˃ 0,10; establecimiento*estación: P ˃ 0,10; categoría*establecimiento*estación: ˃ 0,10).  

 

Figura 2.6. Distribución porcentual del estatus de Se por rangos, en vacas y terneros del 

partido de Chascomús según la estación del año.  

 

El estatus de Se de los animales se midió a través de la determinación de la actividad GPx en sangre 

entera según el método de Paglia y Valentine (1967). Los datos están expresados como porcentajes 

de animales según los estatus deficiente, bajo, marginal y adecuado (< 18, 18,5 – 30,3, 30,3 – 39,4 

y ˃ 39,4 U/ml Hto, respectivamente) según la categoría animal y la estación del año. 

 

DISCUSIÓN 

 A pesar de que en la CDS se ha reportado la manifestación clínica de la deficiencia 

de Se en bovinos (Rodriguez y col., 2016), no existen reportes de deficiencia subclínica en 

la zona. Nuestros resultados demuestran que más del 50% de los animales de las zonas 
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muestreadas presentaban niveles de actividad GPx compatible con algún grado de 

deficiencia de Se.  

 La hembra bovina transfiere Se al feto a través de la placenta durante el último tercio 

de la gestación, y luego del nacimiento a través del calostro y la leche (Van Saun y col., 

1989; Ceballos y Wittwer, 1996; Mehdi y Dufrasne, 2016). Sin embargo, esta última es 

menos eficiente para mantener un adecuado estatus de Se en los terneros lactantes, 

aumentando el riesgo de carencia en los animales jóvenes. Según Herdt y Hoff (2011), los 

niveles de Se en animales jóvenes permanecen bajos, debido a las bajas concentraciones de 

Se en la leche durante el amamantamiento, y aumentarían una vez que los terneros 

comienzan a ingerir alimentos sólidos. Diversos autores han reportado diferencias en el 

estatus de Se según la categoría animal estudiada (Pavlata y col., 2002; Wittwer y col., 2002; 

Minatel y col., 2004). Si bien nuestros resultados no reflejan diferencias en la actividad GPx 

entre vacas y terneros en la CDS, cuando analizamos el porcentaje de animales con estatus 

adecuado, este es mayor en vacas que en terneros. Este mismo comportamiento se vio cuando 

analizamos el porcentaje de animales con estatus adecuado en el partido de Chascomús a lo 

largo de las cuatro estaciones. Además, en este caso, la actividad GPx también fue mayor en 

las vacas. Esta diferencia entre la CDS y el estudio hecho en Chascomús podrían deberse a 

que, si bien el criterio para la división de los animales en las dos categorías fue similar, la 

edad promedio de los terneros en el partido de Chascomús fue menor que en aquellos de la 

CDS. El seguimiento de los animales del partido de Chascomús para las 4 estaciones del año 

culminó con animales jóvenes, con un rango de edad entre los 8 y 12 meses, incluyendo en 

su gran mayoría animales en el período de lactancia, mientras que en el relevamiento de la 

CDS la edad de los terneros tuvo una distribución más amplia dentro del rango de edad 

establecido. 
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 Cabe destacar que, tanto en el relevamiento de los diferentes partidos de la CDS como 

en el estudio del partido de Chascomús en particular, se encontró efecto de la ubicación de 

los animales (partidos y establecimientos, respectivamente) sobre la actividad GPx y el 

porcentaje de animales con estatus adecuado de Se. Herdt y Hoff (2011), analizando las 

muestras de 1585 animales de 165 rodeos, destacan que la variación en el estatus de Se entre 

diferentes rodeos es relativamente alta, mientras que la variación dentro de un mismo rodeo 

es relativamente baja, comparado con otros minerales traza como el cobre o el zinc. Según 

estos autores, el efecto relativo del rodeo sobre el estatus de Se sería influenciado por la 

ubicación de los animales muestreados, las prácticas de manejo, y la nutrición de los mismos, 

entre otros factores (Herdt y Hoff, 2011). En este sentido, nuestros resultados demuestran 

que, a pesar de que todos los animales muestreados se encontraban sobre sistemas pastoriles 

extensivos y sin suplementación mineral, el porcentaje de animales con estatus adecuado de 

Se fue variable entre los partidos muestreados, y a su vez entre los establecimientos de un 

mismo partido. Por otro lado, es interesante destacar que si bien la media de actividad GPx 

para los partidos de Azul y Magdalena ubica a los animales dentro del rango de estatus 

adecuado de Se (los únicos dos de todos los partidos muestreados), si tenemos en cuenta los 

animales que conforman la muestra de manera aislada, el porcentaje de animales con estatus 

adecuado en el partido de Azul es de 66,67%, mientras que en el partido de Magdalena es 

de solo el 30%. Esto quiere decir que, aun en rodeos donde el estatus determinado por la 

media de actividad GPx de los animales muestreados es considerado como adecuado, existe 

la posibilidad de subestimar la existencia de la carencia, como se refleja en el partido de 

Magdalena donde el 70% de los animales tuvieron algún grado de deficiencia.  

 Finalmente, la bibliografía internacional señala la época estival como el momento 

más propenso para la presentación de la deficiencia de Se (Allen y col., 1975; Van De Weyer 
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y col., 2010). En Argentina, Buffarini y col. (2007; 2008) reportaron resultados similares en 

dos rodeos al oeste de la Provincia de Buenos Aires, donde los valores más bajos de actividad 

GPx se registraron durante el verano, y los valores más altos durante el otoño e invierno. 

Contrariamente, en los resultados obtenidos en el partido de Chascomús no encontramos 

efecto de la estación del año sobre la actividad GPx. En este sentido, Cseh y col. (2013) 

reportaron que la actividad GPx fue similar a lo largo de las diferentes estaciones del año, 

no solo en animales del oeste de la Provincia de Buenos Aires, sino también en provincias 

del norte y del sur del país. Esta diferencia en el comportamiento de la actividad GPx 

observada por nosotros y otros autores posiblemente refuerce el concepto de variabilidad 

debido a la ubicación de los animales muestreados, descripto por Herdt y Hoff (2011).  

 

CONCLUSIONES 

 En conclusión, los resultados del relevamiento de los partidos de la CDS demuestran 

que más del 50% de los animales muestreados presentan algún grado de deficiencia. 

Además, tanto el relevamiento de la CDS como el estudio del partido de Chascomús 

demuestran que los terneros tendrían una mayor susceptibilidad a sufrir la deficiencia de Se. 

Por otro lado, no se encontró efecto de la estación del año sobre la actividad GPx o el 

porcentaje de animales con estatus adecuado de Se. Por último, se observó una gran 

variabilidad en la actividad GPx y el estatus de Se de los animales, no solo entre los partidos 

muestreados, sino también entre los establecimientos de un mismo partido. 
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CAPÍTULO III 

 
EFECTO DE LA SUPLEMENTACIÓN PARENTERAL CON SELENIO SOBRE 

LA GANANCIA DE PESO Y LA ACTIVIDAD GLUTATIÓN PEROXIDASA EN 

TERNEROS EN PREDESTETE Y EN UN SISTEMA DE CONFINAMIENTO. 

 

INTRODUCCIÓN  

 El sistema tradicional de producción de bovinos para carne está dividido en dos 

etapas principales. La primera es la etapa de cría, que se extiende desde el nacimiento de los 

terneros hasta su destete y es principalmente realizada sobre sistemas pastoriles extensivos. 

La segunda, el engorde, se extiende desde el destete hasta la faena, pudiendo realizarse en 

un sistema a base de pastizales naturales complementado con pasturas implantadas o en un 

sistema de confinamiento en corrales con el suplemento de granos. Según Vittone y col. 

(2015), en nuestro país aproximadamente un 70% de los animales jóvenes que llegan a faena 

atraviesan por un período de confinamiento con suplementación con granos. 

Una de las principales zonas ganaderas de Argentina es la CDS. Con 

aproximadamente 5,5 millones de bovinos (SENASA, 2017), es la mayor zona productora 

de terneros del país. La actividad ganadera se realiza principalmente a base de pastizales 

naturales y pasturas naturalizadas como principal fuente de alimento (Némoz, 2013). Este 

tipo de sistema pastoril es propenso a generar carencias minerales, entre ellas la de Se (Suttle, 

2010).  

El Se aportado por el alimento es absorbido por vía intestinal, metabolizado en el 

hígado y distribuido en el organismo para ser incorporado en la síntesis de selenoenzimas 
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(Burk y Hill, 2015; Mehdi y Dufrasne, 2016). Durante el último tercio de la gestación la 

hembra bovina transfiere Se al feto a través de la placenta, y posterior al nacimiento a través 

del calostro y la leche (Van Saun y col., 1989; Ceballos y Wittwer, 1996; Mehdi y Dufrasne, 

2016). Esta última es menos eficiente para mantener un estatus de Se adecuado en los 

terneros lactantes, pudiendo llegar a la etapa de destete en condiciones de deficiencia 

(Enjalbert y col., 1999).  

El rol del Se en la salud animal está íntimamente ligado a la función de las 

selenoproteinas, muchas de las cuales tienen actividad antioxidante (Fairweather-Tait y col., 

2010). Entre ellas, las enzimas GPx se encargan de neutralizar las especies reactivas del 

oxígeno (EROs), particularmente el peróxido de hidrógeno convirtiéndolo en agua, evitando 

que genere daño oxidativo (Rotruck y col., 1973; Jozefczak y col., 2012). Las EROs son 

generadas como consecuencia de la actividad metabólica normal del organismo, y su 

producción se eleva en situaciones de estrés, de la misma manera que aumenta la demanda 

de las defensas antioxidantes para neutralizarlos, incluida la actividad GPx (Miller y col., 

1993; Finch y Turner, 1996; Puppel y col., 2015).  

La actividad GPx en sangre entera está directamente relacionada con el aporte 

dietario de Se. Debido a que existe una elevada correlación entre dicha actividad enzimática 

y la concentración de Se en hígado y sangre, se la considera un fiel indicador para evaluar el 

estatus de este mineral en los rodeos bovinos (Ceballos y col., 1999; Tapiero y col., 2003, 

Juniper y col., 2008). Niveles de actividad GPx en sangre menores a 39,4 U/ml Hto son 

indicativos de carencia (Mass, 1990; Ceballos y Wittwer, 1996). En este sentido, Argentina 

posee antecedentes de bajos niveles de actividad GPx en sangre (Minatel y col., 2004; Cseh 

y col., 2013; Brambilla y col., 2016), al igual que bajas concentraciones de Se en forrajes 

(Ruksan, 1998; Gil y col., 2004; Brambilla y col., 2016), así como también casos clínicos de 
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EMB, forma clínica de la carencia de Se en terneros (Duffy y col., 1986; Rodriguez y col., 

2016). Lamentablemente, la forma subclínica de esta carencia mineral precede a la EMB y 

puede pasar desapercibida, generando pérdidas productivas importantes (Larson, 2005; 

Enjalbert y col., 2006; Kegley y col., 2016). Es así como terneros con una disminución de la 

actividad GPx en sangre y la consecuente disminución en la capacidad antioxidante pueden 

generar menores tasas de crecimiento (Spears y col., 1986; Asres y Amha, 2014).  

Los sistemas extensivos y pastoriles de cría son propensos a generar carencias 

minerales, principalmente debido a la existencia de suelos, y por ende forrajes, con baja 

concentración del elemento, o condiciones y manejos del suelo que impiden la incorporación 

del mineral por parte de los forrajes (Kubota y col., 1967; Ammerman y Miller, 1975; Mac 

Donald y col., 1976; Fishbein, 1983). Sin embargo, aunque las deficiencias minerales 

generan un menor crecimiento, el estatus mineral de los animales al final del período de cría 

es poco conocido (Ward and Spears, 1997; Spears and Kegley, 2002; Genther, 2014). Por 

otro lado, el período de transición entre el sistema de cría y el ingreso al sistema de engorde 

en confinamiento representa un desafío estresante para los animales (Chirase y col., 2004: 

Eitam y col., 2010; Enriquez y col., 2011; Hall y col., 2012). Durante las primeras semanas 

en el nuevo sistema, los animales deben adaptarse a las nuevas condiciones productivas 

(Loerch y Fluharty 1999; Bevans y col., 2005). En este período de adaptación, generalmente 

considerado de 3 a 4 semanas de duración, se superponen cambios sociales, ambientales y 

de alimentación, que llevan indefectiblemente a una reducción en el consumo de alimento, 

evitando así que se cubran los requerimientos nutricionales, incluido el de Se (Loerch y 

Fluharty 1999; NRC, 2000; Noffsinger y col., 2015). A su vez, las reducciones en el consumo 

de alimento en esta etapa se relacionan con una menor conversión alimenticia (Finch y 

Turner, 1996; Bottje y col., 2009; Galyean y col., 2011). 
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En consecuencia, teniendo en cuenta que los sistemas pastoriles extensivos de cría 

implican un riesgo potencial de carencia de Se, y el estrés que representa para los animales 

el destete e ingreso a un nuevo sistema productivo, se diseñaron dos experimentos con el fin 

de evaluar el efecto de la suplementación parenteral con Se sobre la ganancia diaria de peso 

(GDP) y los niveles de actividad GPx en sangre entera en: a) terneros de cría de la CDS al 

pie de sus madres, y b) en terneros durante el período de adaptación a un sistema de engorde 

en confinamiento.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité 

Institucional para el CICUAL de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad 

Nacional de La Plata (Protocolo número 51-3-15T). 

 

Animales, establecimientos y sistemas productivos 

Evaluación de la suplementación con Se en un sistema de cría 

El experimento 1 se llevó a cabo en un establecimiento comercial dedicado a la cría 

bovina situado en el partido de Chascomús (35° 44′ 31.5” S 58° 06′ 11.7” W), Provincia de 

Buenos Aires. Para este ensayo se utilizaron 46 terneros machos castrados de la raza 

Aberdeen Angus, con un peso al inicio del ensayo de 117,04 kg ± 21,92 kg, y 99 ± 18,5 días 

de vida. Al inicio del experimento los animales estaban identificados con doble caravana y 

contaban con una dosis de vacuna clostridial (Policlostrigen® Biogénesis-Bagó) y 

desparasitación (Ricobendazol - Paraxane® Inyectable Biogénesis-Bagó). La carga de 
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parásitos gastrointestinales fue vigilada mediante análisis coproparasitológicos y no superó 

el conteo de 50 huevos por gramo (HPG) de materia fecal a lo largo del experimento. 

Los terneros se mantuvieron al pie de sus madres durante todo el experimento rotando 

sobre parcelas compuestas por pastizales naturales y naturalizados (Chaetotropis elonga, 

Stenotaphrum secundatum, Paspalum dilatatum, Lolium perenne, Lotus tenuis), sin 

suplementación mineral complementaria. Al inicio del experimento (día 0) se dividieron al 

azar en 2 grupos. Un grupo fue suplementado con selenito de sodio (0,1 mg de Se/kg de peso 

vivo; grupo Se), mientras que el otro grupo recibió el mismo volumen de solución fisiológica 

estéril (Cloruro de Sodio 0,9%; grupo CON), ambos por vía subcutánea (SC).  

Los animales fueron sangrados por venopunción yugular y pesados en forma 

individual al inicio del experimento (día 0) y en los días 28, 59, 90 y 119. La GDP se calculó 

para los intervalos de tiempo 0 a 28; 28 a 59; 59 a 90; y 90 a 119 a partir del cociente entre 

la diferencia del peso al inicio y al final de cada intervalo de tiempo y el número de días de 

duración de cada uno. La suplementación parenteral se realizó los días 0, 28, 59 y 90, siempre 

luego del sangrado y del registro del peso. 

Dos animales del grupo CON y un animal del grupo Se desarrollaron problemas 

umbilicales, no relacionados con el tratamiento, y sus datos fueron excluidos del estudio. 

 

Evaluación de la suplementación con Se en un sistema de engorde en confinamiento 

El experimento 2 se llevó a cabo en un establecimiento comercial, ubicado en la 

localidad de Marcos Paz (-34°08'S, -58°08W), Provincia de Buenos Aires. Para este 

propósito, se utilizaron 60 terneros machos castrados de la raza Aberdeen Angus 

provenientes del Partido de Dolores, Provincia de Buenos Aires. Los animales fueron 
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destetados precozmente (edad promedio de 4 meses), los cuales se encontraban clínicamente 

sanos y con un peso corporal de 83,8 ± 12 kg al inicio del experimento. El  día del arribo al 

establecimiento los animales fueron alojados en corrales de recepción con acceso a heno de 

pastura y agua ad-libitum, cumpliendo con un período de hidratación y descanso de 72 h. 

Posteriormente se identificaron con doble caravana y se realizó el programa sanitario, que 

incluyó una dosis de vacuna clostridial (Policlostrigen® Biogénesis-Bagó), antibiótico 

inyectable de amplio espectro (Tilmicosina - Maxityl® Biogénesis-Bagó), desparasitación 

(Ricobendazol - Paraxane® Inyectable Biogénesis-Bagó). La carga de parásitos 

gastrointestinales fue vigilada mediante análisis coproparasitológicos y no superó el conteo 

de 50 HPG de materia fecal al día 21 del experimento.  

Previo al ingreso a los corrales de alimentación (día 0) los animales fueron asignados 

al azar a uno de los dos tratamientos, alcanzando un número final de 30 animales por grupo 

(n=30). En ese momento y 7 días después (día 7) los animales del grupo suplementado (grupo 

Se) recibieron una dosis de selenito de sodio (0,1 mg de Se/Kg de peso vivo), mientras que 

el grupo control (grupo CON) recibió el mismo volumen de solución fisiológica estéril 

(Cloruro de Sodio 0,9%), ambos por vía SC.  

Los animales fueron sangrados por venopunción yugular y pesados en forma 

individual al inicio del experimento (día 0) y al día 21. La GDP se calculó a partir del 

cociente entre la diferencia de ambos pesos y el número de días del experimento. 

Durante los 21 días de experimento los animales recibieron una dieta de adaptación 

compuesta por 49% de grano de maíz, 19,5% de silo de maíz, 19,5% de harina de soja, 9,5% 

de gluten feed y suplementada con un núcleo vitamínico-mineral suministrado al 2,5 % de 

la proporción de materia seca de la ración, a modo de cubrir completamente los 

requerimientos vitamínicos minerales. 
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Recolección de sangre y determinaciones de hematocrito y actividad GPx 

Las muestras de sangre se tomaron por venopunción yugular utilizando una jeringa 

y aguja estériles por animal. Se recolectaron en tubos plásticos con heparina sódica como 

anticoagulante. Los tubos se mantuvieron refrigerados durante el muestreo y se trasladaron 

al laboratorio en recipientes térmicos con hielo. En el laboratorio se mantuvieron 

refrigeradas a 4°C hasta su procesamiento dentro de las 3 h del muestreo.  

El porcentaje de hematocrito se determinó por centrifugación en capilar 

(microhematocrito), empleando una microcentrífuga Rolco CH 24 (5 minutos a 12000 rpm).  

La actividad GPx en sangre entera se evaluó mediante método colorimétrico utilizando el kit 

comercial RANSEL (Cat. Num. RS 504, Laboratorio Randox Ltd, Crumlin, Reino Unido) y 

un espectrómetro UV/VIS (Lambda 25 - Perking Elmer) según el método de Paglia y 

Valentine (1967). La enzima GPx cataliza la oxidación de GSH por el hidroperóxido de 

cumeno. En presencia de la enzima GR y NADPH, el GSSG es inmediatamente convertido 

en su forma reducida con la consecuente oxidación del NADPH a NADP+. Brevemente, se 

diluyeron 0,05 ml de sangre en 2 ml del diluyente suministrado por el kit. Luego 0,01 ml de 

sangre diluida y hemolizada fueron colocados en tubos de vidrio con 0,5 ml del reactivo 

conformado por 4 mmol/L de GSH, 0,5 U/l de GR y 0,34 mmol/l de NADPH y 0,02 ml de 

hidroperóxido de cumeno. Para el blanco se utilizaron 0,01 ml de agua destilada. La 

absorbancia inicial y la absorbancia luego de 2 minutos fueron medidas para las muestras y 

blancos a 340 nm en el espectrómetro. Los controles de calidad se realizaron utilizando 

RANSEL Control. La concentración de GPx se calculó como U/l del hemolizado = 8412 x 

ΔA a 340nm, donde ΔA = variación entre la absorbancia inicial y a los 2 min. Luego se 
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multiplicó por el factor de dilución (41) y se realizó el cociente para cada muestra por su 

valor de hematocrito. La actividad GPx fue finalmente expresada en U/ml Hto. La actividad 

de esta enzima, como biomarcador biológicamente activo del estatus mineral en los bovinos, 

define el estatus de los animales en deficiente, bajo, marginal y adecuado (< 18, 18,5 – 30,3, 

30,3 – 39,4 y ˃ 39,4 U/ml Hto, respectivamente; Maas, 1990; Ceballos y col., 1999; Tapiero 

y col., 2003; Juniper y col., 2008; Randox, 2009). 

 

Diseño experimental 

Efecto de la suplementación parenteral con Se en terneros en un sistema de cría 

En este experimento se evaluó el efecto de la suplementación con Se sobre la GDP y 

los niveles de actividad GPx en sangre de terneros de cría de la CDS al pie de sus madres. 

Se utilizaron 46 terneros Aberdeen Angus castrados, al pie de sus madres. Al inicio del 

experimento (día 0) se dividieron al azar en 2 grupos (CON y Se), como se explicó 

anteriormente. Los animales fueron sangrados por venopunción yugular y pesados en forma 

individual en los días 0, 28, 59, 90 y 119. La suplementación parenteral se realizó los días 0, 

28, 59 y 90. Los resultados están expresados como la media de los mínimos cuadrados ± 

EEM. 

 

Efecto de la suplementación parenteral con Se en terneros en un sistema de confinamiento 

En este experimento se evaluó el efecto de la suplementación con Se sobre la GDP y 

los niveles de actividad GPx en sangre de terneros durante el periodo de adaptación a un 

sistema de confinamiento (primeros 21 días). Para este propósito se utilizaron 60 terneros 

Aberdeen Angus castrados. Previo al ingreso a los corrales de alimentación los animales 
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fueron asignados al azar a uno de los dos tratamientos (CON y Se) como se explicó 

anteriormente. Los animales fueron sangrados por venopunción yugular y pesados en forma 

individual en los días 0 y 21. La suplementación parenteral se realizó los días 0 y 7 del 

experimento. Los resultados están expresados como la media de los mínimos cuadrados ± 

EEM. 

 

Análisis estadístico 

Se utilizó un diseño completamente aleatorio. El modelo estadístico incluyó el efecto 

del tiempo (día), el tratamiento (CON vs. Se) y la interacción entre ambos (tiempo* 

tratamiento) como variables fijas y el animal como variable aleatoria. Las variables peso 

vivo, GDP y actividad GPx se analizaron con una regresión lineal con medidas repetidas en 

el tiempo utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS 9.4, Institute, Cary, Carolina 

del Norte, Estados Unidos). En el caso del sistema de cría, la variable días de vida y peso al 

inicio del ensayo se utilizaron como covariables del modelo para el análisis de peso vivo y 

GDP. Para analizar la variabilidad en la actividad GPx y en la GDP se utilizó una regresión 

lineal con el procedimiento MIXED de SAS. Las medias de los mínimos cuadrados y los 

errores estándar se obtuvieron a través de LSMEANS. Cuando el tratamiento o la interacción 

tiempo*tratamiento fueron significativas se utilizó PDIFF para ver diferencias dentro de los 

días del experimento. La significancia estadística se estableció en P ˂ 0,05 y P ≤ 0,10 para 

tendencia e interacciones. 

 

RESULTADOS 

Efecto de la suplementación con Se en terneros en un sistema de cría 
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 En el experimento 1, se observó una interacción tiempo*tratamiento (P = 0,05) sobre 

el peso vivo de los animales para los días 90 y 119 del ensayo. Los animales del grupo Se 

fueron más pesados que aquellos del grupo CON a los 90 días del ensayo (P ˂ 0,05; Tabla 

3.1); mientras que hubo una tendencia del peso a ser mayor en los animales del grupo Se 

sobre aquellos del grupo CON para el día 119 (P ˂ 0,10; Tabla 3.1). Con respecto a la GDP 

se observó una interacción tiempo*tratamiento (P ˂ 0,05), debido a que los animales del 

Grupo Se tuvieron una mayor GDP que los animales del grupo CON en el período 

comprendido entre los días 59 a 90 (P < 0,05; Tabla 3.1). 

 

Tabla 3.1. Efecto de la suplementación inyectable con Se sobre el peso vivo y la GDP en 

terneros de cría al pie de la madre. 

             

  Tratamientos Valor de P 

   CON Se Tiempo Tratamiento 
Tiempo * 

Tratamiento 
Peso vivo, kg      

Día 0 117,67 (± 1,52) a 117,71 (± 1,67) a 

˂ 0,01 0,14 0,05 
Día 28 137,15 (± 1,52) a 138,61 (± 1,67) a 
Día 59 156,78 (± 1,54) a 157,66 (± 1,67) a 
Día 90 175,15 (± 1.54) a 181,29 (± 1,67) b 
Día 119 198,92 (± 1,54) * 203,13 (± 1,67) * 

GDP, g/d   

˂ 0,01 0,14 0,03 
Día 0 a 28 697,5 (± 38,2) a 747,4 (± 42,1) a 
Día 28 a 59 626,4 (± 39,1) a 615,7 (± 42,1) a 
Día 59 a 90 591,3 (± 39,1) a 763,4 (± 42,1) b 
Día 90 a 119 818,9 (± 39,1) a 754,4 (± 42,1) a 

Los animales fueron suplementados con Se (0,1 mg/kg peso vivo; grupo Se) y con solución fisiológica 
estéril (ClNa 0,9%; grupo CON) los días 0, 28, 59 y 90 del ensayo. Los animales fueron pesados en los 
días 0, 28, 59, 90 y 119. Los datos están expresados como la media de los mínimos cuadrados ± EEM. a, 

b Valores con diferente superíndice dentro de cada fila indica diferencias estadísticamente significativas 
(P < 0,05). Valores con (*) dentro de cada fila tendieron a ser diferentes (P ˂ 0,10). GDP: Ganancia diaria 
de peso; CON: Grupo Control; SUP: Grupo Suplementado. 
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 La actividad GPx se incrementó en los animales del grupo Se en los días 28, 59, 90 

y 119, permaneciendo constante en los animales del grupo CON (tiempo: P < 0,01; 

tratamiento: P < 0,01; tiempo*tratamiento: P < 0,01; Figura 3.1). 

 

Figura 3.1. Efecto de la suplementación inyectable con Se sobre la actividad GPx en sangre 

entera en terneros de cría al pie de la madre.  

  

Los animales fueron suplementados con Se (0,1 mg/kg peso vivo; grupo Se) y con solución fisiológica 
estéril (ClNa 0,9%; grupo CON) los días 0, 28, 59 y 90 del ensayo. Los animales fueron sangrados 
en los días 0, 28, 59, 90 y 119. Los datos están expresados como la media de los mínimos cuadrados 
± EEM (4,01 U/ml Hto). Valor Normal: 39,4 U/ml Hto; CON: Grupo Control; Se: Grupo 
Suplementado. 

 

Efecto de la suplementación con Se en terneros en un sistema de engorde en 

confinamiento 

 En el experimento 2, existió una interacción tiempo*tratamiento (P = 0,10), según la 

cual el peso vivo de los animales del grupo Se fue mayor que el de los animales del grupo 

CON a los 21 días del ensayo (Tabla 3.2).  Además, la GDP de los animales suplementados 
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con Se tendió a ser mayor que la de los animales que no recibieron la suplementación con el 

mineral (P = 0,10; Tabla 3.2). 

 

Tabla 3.2. Efecto de la suplementación inyectable con Se sobre el peso vivo y la GDP en 

terneros durante el período de adaptación.  

              

  Tratamientos Valor de P 

   CON Se Tiempo Tratamiento 
Tiempo * 

Tratamiento 
Peso vivo, kg      

Día 0 81,07 (± 1,35)  83,16 (± 1,32)  ˂ 0,01 0,08 0,10 
Día 21 97,50 (± 1,35) a 101,65 (± 1,32) b 

GDP, g/d      
Día 0 a 21 782,2 (± 40,5) * 880,2 (± 43,1) * - 0,10 - 

          
  

 Los animales fueron suplementados con Se (0,1 mg/kg peso vivo; grupo Se) y con solución fisiológica 
estéril (ClNa 0,9%; grupo CON) los días 0 y 7 del ensayo. Los animales fueron pesados al día 0 y 21. Los 
datos están expresados como la media de los mínimos cuadrados ± EEM. Valores con (*) dentro de cada 
fila tendieron a ser diferentes (P = 0,1). GDP: Ganancia diaria de peso; CON: Grupo Control; Se: Grupo 
Suplementado. 

 
 La actividad GPx se incrementó a los 21 días del ensayo en los animales del grupo 

Se, permaneciendo constante en los animales del grupo CON (tiempo: P < 0,01; tratamiento: 

P < 0,01; tiempo*tratamiento: P < 0,01; Figura 3.2). 
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Figura 3.2. Efecto de la suplementación inyectable con Se sobre la actividad GPx en sangre 

entera en terneros durante el período de adaptación al confinamiento. 

 
 
Los animales fueron suplementados con Se (0,1 mg/kg peso vivo; grupo Se) y con solución fisiológica 
estéril (ClNa 0,9%; grupo CON) los días 0 y 7 del ensayo. Los animales fueron sangrados al día 0 y 
21. Los datos están expresados como la media de los mínimos cuadrados ± EEM (4,1 U/ml Hto). Valor 
normal: 39,4 U/ml Hto; CON: Grupo Control; Se: Grupo Suplementado. 

 

DISCUSIÓN 

 La suplementación con Se en bovinos ha sido evaluada en diferentes dosis y vías de 

suplementación, e incluso combinada con otros elementos y sustancias arrojando resultados 

variados. Esta variación en la respuesta puede deberse a varios factores, como el estatus de 

los animales al momento de la administración, la vía, frecuencia y dosis de aplicación, como 

también los antecedentes de carencia en los rodeos evaluados. Castellan y col. (1999) 

evaluaron la GDP de terneros de cría en respuesta a la suplementación con Se y la 

suplementación proteica de las madres. Estos autores, encontraron mayores GDP en terneros 

de cría cuando fueron suplementados con 4 aplicaciones SC de Se (0,05 mg/kg) como 

selenito de sodio, asociado a la suplementación proteica de sus madres, mientras que en 
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aquellos terneros que recibieron una sola aplicación de Se o sus madres no tuvieron 

suplementación proteica, la GDP fue similar a la del grupo control. Contrariamente, nuestros 

resultados demostraron un efecto beneficioso del selenito sobre la GDP aún en terneros 

cuyas madres no recibieron suplementación proteica. La diferencia podría deberse a la dosis 

utilizada, ya que Castellan y col. (1999) emplearon la mitad de la concentración de Se 

empleada en nuestro ensayo.  En 1986, Spears y col. (1986) incrementaron el peso al destete 

suplementando en forma SC selenito de sodio asociado con vitamina E (0,05 mg y 0,75 UI 

/kg, respectivamente). Por otro lado, en animales en confinamiento y con una dieta deficiente 

en Se, Reffett y col. (1986) demostraron que una única aplicación de selenito de sodio (0,07 

mg/kg de peso) por vía intramuscular tendía a aumentar la GDP. Además, estos autores 

informan una mayor GDP en aquellos animales con menores valores de actividad GPx al 

momento de la suplementación. En concordancia con lo descripto por estos autores, en 

nuestro ensayo la suplementación con selenito de sodio en animales en la etapa de engorde 

en confinamiento tendió a aumentar la GDP, aun cuando la dieta no era deficiente en Se y la 

vía de administración fue SC. Los efectos beneficiosos del Se también han sido demostrados 

con la suplementación oral (Perry y col., 1976; Wichtel y col., 1996; Hall y col., 2012; Hall 

y col., 2013).  

Con respecto al aumento del peso vivo, diversos autores no han encontrado un efecto 

beneficioso al suplementar con Se.  La suplementación parenteral con selenito de sodio no 

incrementó el peso en vacas y terneros suplementados por vía SC (20 mg/animal; Hidiroglou 

y Jekins, 1975), en novillitos de ingreso a confinamiento suplementados por vía IM (25 

mg/animal; Droke y col., 1989) ni en novillitos suplementados por vía SC (0,05 mg/kg; 

Swecker y col., 2008). Por otro lado, el peso tampoco se vio incrementado con la 

suplementación oral en vacas y terneros (26 mg Se/kg en forma de selenito de sodio o seleno-
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levaduras; Gunter y col., 2003) o en vaquillonas (3 mg/animal/día de selenito de sodio o 

seleno-levaduras combinados; Chorfi y col., 2011). 

 La deficiencia de Se, demostrada por los bajos niveles de actividad GPx en sangre 

entera al inicio de los experimentos (˂ 22 y 27 U/ml Hto, para el sistema de cría y el sistema 

de confinamiento, respectivamente), coinciden con antecedentes en la Provincia de Buenos 

Aires (Minatel y col., 2004; Cseh y col., 2013). La suplementación parenteral con Se en 

ambos experimentos elevó la actividad GPx en sangre entera, desde niveles de deficiencia 

hasta valores de normalidad (˃ 39,4 U/ml Hto) a los 28 días en animales de cría y a los 21 

días en animales en confinamiento. Esto coincide con el lapso de 1 a 4 semanas informado 

como necesario para elevar su actividad (Levander 1986; McDowell 1992), tanto en suero 

(Thompson y col., 1981) o plasma (Chorfi y col., 2011), como en sangre entera (Reffett y 

col., 1986). Estos resultados indican que la dosis y la vía de suplementación utilizada fueron 

adecuadas para corregir la deficiencia por al menos 28 y 21 días en los sistemas productivos 

evaluados. En contrapartida, los niveles de GPx en el grupo CON de ambos experimentos se 

mantuvieron dentro del rango considerado como deficiente durante todo el periodo evaluado. 

Aunque los niveles de Se del forraje y la leche no fueron determinados, los bajos niveles de 

GPx en el grupo CON sugieren que el aporte de Se en estos alimentos no fue suficiente para 

cubrir los requerimientos de los animales durante el período de cría (Ruksan, 1998; Enjalbert 

y col., 1999; Gil y col., 2004; Mehdi y Dufrasne, 2016). Por otro lado, llama la atención que 

el estatus del grupo CON de los animales en confinamiento se mantuviera como deficiente, 

siendo que el aporte de Se del suplemento mineral de la dieta garantizaba cubrir el 100% de 

los requerimientos (0,12 ppm Se/kg MS); incluso sin considerar el Se aportado por el 

alimento. Esto podría deberse al menos a dos factores, una reducción en el consumo de 

alimento debido al estrés que provoca la adaptación a un nuevo sistema, o bien, que el retardo 
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que posee la vía oral para elevar la actividad GPx supere los 21 días. Se ha demostrado que 

el estrés propio del ingreso al confinamiento reduce el consumo de materia seca y por ende 

el consumo de nutrientes en general (Galyean y Hubbert, 1995; Cole, 1996). Es por ello que 

la aplicación parenteral de elementos traza es una buena estrategia ante esta situación, ya 

que mejora el estatus de los animales independientemente del consumo y evita además, las 

interacciones ruminales y competencias por la absorción intestinal (Pogge y col., 2012). 

Chorfi y col. (2011) compararon la suplementación de Se parenteral con la vía oral, 

demostrando que los niveles plasmáticos de Se aumentaron dos semanas después de la 

aplicación subcutánea, mientras que las suplementaciones orales demoraron 4 semanas en 

lograrlo. Esto refuerza la idea de que quizás, los animales confinados del grupo CON (solo 

con aporte dietario de Se) necesiten un lapso mayor a 21 días para que reflejen un aumento 

en la actividad GPx. 

 Posiblemente el bajo estatus inicial de Se de los animales y la corrección de la 

deficiencia provocada con la suplementación, hayan facilitado el efecto observado sobre la 

GDP en estos experimentos. Si bien en este estudio no se determinó ningún indicador de 

estrés oxidativo, una menor capacidad antioxidante asociada a bajos niveles de actividad 

GPx podrían actuar como limitante en el crecimiento de los animales (Spears y col., 1986; 

Chirase y col., 2004; Asres y Amha, 2014; Puppel y col., 2015) o estar asociado a un mayor 

costo energético en la reparación del daño causado por el estrés oxidativo (Halliwell y 

Gutteridge, 2015). Por otro lado, un adecuado estatus de Se (˃ 39.4 U/ml de Hto) en los 

grupos suplementados pudo haber facilitado la actividad de las hormonas tiroideas (Arthur, 

1993; Wichtel y col., 1996; Hefnawy y Tórtora-Perez, 2010). Finalmente, aunque el 

experimento 2 no fue diseñado para evaluar la respuesta a la suplementación con Se bajo 

condiciones de estrés térmico, este factor se hizo presente. En este sentido se registraron las 
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condiciones climáticas mediante una estación meteorológica (Davis Vantage VUE Davis 

Instruments®) y se calculó el índice de temperatura y humedad (ITH) según Hahn y col. 

(2009); y las horas de exposición a condiciones de estrés térmico en base al algoritmo 

propuesto por St-Pierre y col. (2003). Según el índice de seguridad climática para bovinos 

de carne (LCI, 1970) los animales del experimento 2 estuvieron expuestos a condiciones de 

estrés térmico leve y moderado. Si bien son necesarios mayores estudios en relación al estrés 

térmico y la suplementación con Se, este tipo de estrés puede reducir el consumo de alimento 

y las ganancias de peso, generando un estado catabólico asociado al aumento del daño 

oxidativo (Bernabucci y col., 2002), con mayor producción de radicales libres y especies 

reactivas de oxígeno (Tanaka y col., 2008), y con reducción de la capacidad antioxidante y 

de la actividad de las hormonas tiroideas (Aengwanich y col., 2011; Alhidary y col., 2012), 

acciones en las que el Se participa de manera directa.  

 

CONCLUSIONES 

 En conclusión, los resultados de estos dos ensayos demuestran que, bajo nuestras 

condiciones, la suplementación con selenito de sodio (0,1 mg Se/kg de peso vivo) aumentó 

la GDP y los niveles de actividad GPx, llevándolos desde niveles de deficiencia hasta valores 

de normalidad. 
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CAPÍTULO IV 

 
EFECTO DE LA SUPLEMENTACIÓN CON SELENIO SOBRE EL PORCENTAJE 

DE PREÑEZ EN VACAS INSEMINADAS A TIEMPO FIJO Y LA CALIDAD DE 

LOS ESPERMATOZOIDES BOVINOS CULTIVADOS IN VITRO 

 

  

INTRODUCCIÓN  

 El Se es un mineral traza esencial para los bovinos debido a su presencia estructural 

en al menos 30 enzimas de la familia de las selenoproteinas (Ammerman y Miller, 1975; 

Beckett y Arthur, 2005). Debido a su presencia dentro de las GPx, históricamente se lo asoció 

con su función antioxidante y el control de las EROs (Rotruck y col., 1973). Sin embargo, 

estas selenoproteínas también están involucradas en diversos procesos fisiológicos, incluidos 

el crecimiento, la función inmune, el metabolismo de las hormonas tiroideas y la 

reproducción, tanto en la hembra como en el macho.  

Según las concentraciones plasmáticas de Se, el estatus mineral en el ganado bovino 

es definido como deficiente, marginal y adecuado cuando sus concentraciones son < 50, de 

50–83, y > 83 ng/ml de Se, respectivamente (Pehrson y col., 1986; Smith y col., 1988; 

Gerloff, 1992; Ceballos y Wittwer, 1996). Se ha demostrado que la suplementación con Se 

en vacas deficientes está asociada con mejoras en el desempeño reproductivo (Hosnedlova 

y col., 2017). Por un lado, este efecto podría ser indirecto, al mejorar la inmunidad. Por 

ejemplo, en vacas lecheras la suplementación con Se disminuye la incidencia de metritis y 

retención placentaria (Harrison y col., 1984; Spears y Weiss, 2008), y a su vez resulta en una 

involución uterina más rápida (Harrison y col., 1986). Estos efectos sobre la salud uterina se 
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deberían a una mejora en la función de los neutrófilos y linfocitos (Hemingway, 2003). Por 

otro lado, se informa de un efecto directo del Se. En este sentido, se ha demostrado 

recientemente que la suplementación oral con Se en vacas lecheras en transición aumenta el 

porcentaje de concepción a la primera inseminación (Khalili y col., 2019). Sin embargo, la 

bibliografía sobre el efecto de la suplementación con Se en bovinos de carne es 

contradictoria. Segerson y col. (1977) reportaron un 100% de fecundación en vacas 

suplementadas con Se y vitamina E mantenidas en un plano nutricional adecuado, mientras 

que Southcott y col. (1972) y Scales (1976) no lograron mejorar los porcentajes de preñez 

con la suplementación con Se. La inseminación artificial a tiempo fijo (IATF) es una 

tecnología que los productores de ganado de carne vienen empleando paulatinamente, con 

el fin de aumentar el progreso genético y el rendimiento reproductivo de sus rodeos (Bó y 

Baruselli, 2014). Aún no se conoce cuál es el efecto de la suplementación parenteral con Se 

al inicio de un protocolo de IATF en bovinos. 

En los mamíferos, la fecundación ocurre en la ampolla del oviducto y durante este 

período las gametas femeninas y masculinas dependen de los nutrientes provistos por el 

fluido oviductal (FO; Ellington, 1991; Bavister, 2000). Si bien, el estudio de los 

componentes del FO bovino comenzó en la década del 50 (Olds y Vandemark, 1957), aún 

no se conoce cuál es la concentración de Se en ese fluido. Se ha demostrado para el cobre, 

otro mineral traza, que su concentración en el FO bovino está dentro del rango plasmático 

(Anchordoquy y col., 2017). La composición iónica del FO es importante para la maduración 

de ovocitos y espermatozoides y para la posterior fecundación (Grippo y col., 1992; Bavister, 

2000). El proceso de fecundación está sujeto a la capacidad del espermatozoide bovino de 

atravesar el tracto reproductor de la hembra, traspasar la zona pelúcida (ZP) y unirse al 

ovocito.  La unión del espermatozoide a ZP es uno de los procesos fundamentales durante el 
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proceso de fertilización (Okabe, 2013) y las fallas en esta unión se asocian con infertilidad 

debido a una menor capacidad fecundante de los espermatozoides (Overstreet y col., 1980; 

Oehninger y col., 1997). 

 La deficiencia de Se se asocia con alteraciones de la motilidad espermática y, 

dependiendo de la severidad de la misma, alteraciones estructurales y ruptura en la zona de 

la pieza media (Wu y col., 1973; Calvin y col., 1981). Una menor capacidad antioxidante, 

asociada a la deficiencia de este elemento, puede resultar en daño oxidativo del ADN y en 

lipoperoxidación de la membrana plasmática, aumentando su permeabilidad con la 

consecuente disminución de la motilidad espermática (Slaweta y col., 1988; Irvine, 1996; 

Shalini y Bansal 2007; Kaushal y Bansal 2009; Qazi y col., 2019). Estas alteraciones 

provocan finalmente una disminución de la capacidad de fusión entre el espermatozoide y el 

ovocito (Sánchez-Gutiérrez y col., 2008; Chandra y col., 2012). 

En consecuencia, se diseñaron una serie de experimentos con el fin de estudiar 1) el 

efecto in vivo de la suplementación parenteral con Se al inicio de un protocolo de IATF sobre 

el porcentaje de preñez en hembras bovinas, y 2) el efecto in vitro de diferentes 

concentraciones de Se (basadas en los distintos estatus de este elemento en los bovinos) 

sobre la calidad de los espermatozoides cultivados en medio de fecundación in vitro (FIV). 

Para este último punto se evaluó la integridad estructural y la integridad funcional de la 

membrana plasmática, el estatus acrosomal (EA) de los espermatozoides, su capacidad de 

unión a la ZP, los niveles de malondialdehido (MDA) y el estatus antioxidante total (EAT) 

de los mismos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité 

Institucional para el CICUAL de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad 

Nacional de La Plata (Protocolo número 51-3-15T). 

 

Ensayos in vivo 

 

Animales y protocolo de IATF 

Se utilizaron un total de 262 vacas Aberdeen Angus con una condición corporal de 3 

± 0,19 (evaluada dentro de la escala de 1-5; Houghton y col., 1990), provenientes de 2 

establecimientos comerciales ubicados en la Cuenca deprimida del Río Salado, en la 

Provincia de Buenos Aires (Establecimiento A: 35°32'52.9"S 58°07'28.6"W; 

Establecimiento B: 35°15'38.6"S 57°38'03.0"W). En ambos establecimientos, las vacas se 

mantuvieron antes y durante el desarrollo del experimento, en un sistema de pastoreo 

extensivo sobre pastizales naturales, y fueron manejadas bajo el mismo protocolo de trabajo. 

El Día 0, antes de iniciar cualquier maniobra sobre el animal se tomó una muestra de sangre 

de la vena yugular, y luego se le inició un protocolo convencional de IATF, el cual consistió 

en la colocación de un dispositivo intravaginal de progesterona (1 g P4, DIB®, Syntex, 

Argentina) y la aplicación por vía intramuscular (IM) de 2 mg de benzoato de estradiol (EB, 

Syntex). A su vez, en ese momento los animales fueron divididos en dos grupos de manera 

aleatoria para recibir el tratamiento, que consistió en: 1) una única aplicación SC de 0,1 mg 

Se/kg de peso vivo como selenito de sodio (Grupo Se), o 2) el mismo volumen de solución 

fisiológica estéril (ClNa 0,9%; grupo control; Grupo CON). En el Día 7 se retiraron los 
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DIB®, y todos los animales recibieron una dosis de prostaglandina F2α (150 μg D + 

cloprostenol; Ciclase, Syntex) y 0,5 mg de cipionato de estradiol (Cipiosyn, Syntex) por vía 

IM. Todas las vacas fueron inseminadas entre las 52 y 56 h posteriores a la extracción de los 

DIB® (Cutaia y col., 2003). El diagnóstico de preñez se realizó, en todos los casos, luego 

del segundo sangrado a los 40 días de la inseminación (Día 49 del experimento), con un 

ecógrafo Aloka SSD 500, 5MHz.  

 

Recolección de sangre y determinaciones de hematocrito y actividad GPx 

Las muestras de sangre se tomaron por venopunción yugular utilizando una jeringa 

y aguja estériles por animal. Se recolectaron en tubos plásticos con heparina sódica como 

anticoagulante. Los tubos se mantuvieron refrigerados durante el muestreo y se trasladaron 

al laboratorio en recipientes térmicos con hielo. En el laboratorio se mantuvieron 

refrigeradas a 4°C hasta su procesamiento. 

El porcentaje Hto se determinó por centrifugación en capilar (microhematocrito), 

empleando una microcentrífuga Rolco CH 24 (5 minutos a 12000 rpm).  La actividad GPx 

en sangre entera se evaluó mediante método colorimétrico utilizando el kit comercial 

RANSEL (Cat. Num. RS 504, Laboratorio Randox Ltd, Crumlin, Reino Unido) y un 

espectrómetro UV/VIS (Lambda 25 - Perking Elmer) según el método de Paglia y Valentine 

(1967). La enzima GPx cataliza la oxidación de GSH por el hidroperóxido de cumeno. En 

presencia de la enzima GR y NADPH, el GSSG es inmediatamente convertido en su forma 

reducida con la consecuente oxidación del NADPH a NADP+. Brevemente, se diluyeron 

0,05 ml de sangre en 2 ml del diluyente suministrado por el kit. Luego 0,01 ml de sangre 

diluida y hemolizada fueron colocados en tubos de vidrio con 0,5 ml del reactivo conformado 
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por 4 mmol/l de GSH, 0,5 U/l de GR y 0,34 mmol/l de NADPH y 0,02 ml de hidroperóxido 

de cumeno. Para el blanco se utilizaron 0,01 ml de agua destilada. La absorbancia inicial y 

la absorbancia luego de 2 minutos fueron medidas para las muestras y blancos a 340 nm en 

el espectrómetro. Los controles de calidad se realizaron utilizando RANSEL Control. La 

concentración de GPx se calculó como U/l del hemolizado = 8412 x ΔA a 340nm, donde ΔA 

= variación entre la absorbancia inicial y a los 2 min. Luego se multiplicó por el factor de 

dilución (41) y se realizó el cociente para cada muestra por su valor de hematocrito. La 

actividad de GPx fue finalmente expresada en U/ml Hto. La actividad de esta enzima, como 

marcador biológicamente activo del estatus mineral en los bovinos, define el estatus de los 

animales en deficiente, bajo, marginal y adecuado (< 18, 18,5 – 30,3, 30,3 – 39,4 y ˃ 39,4 

U/ml Hto, respectivamente; Maas, 1990; Ceballos y col., 1999; Tapiero y col., 2003; Juniper 

y col., 2008; Randox, 2009).  

Las muestras de sangre del campo “A” obtenidas el día 49 perdieron la cadena de 

frío, por lo tanto, los datos de GPx del campo “A” se excluyeron del estudio. 

 

Ensayos in vitro 

 

Reactivos y medios 

 Todos los reactivos utilizados para la preparación de los medios de cultivo fueron 

adquiridos de la empresa Sigma Chemical Co. (San Luis, Misuri, Estados Unidos). El medio 

de mantenimiento consistió en medio HEPES-199 suplementado con 5% de suero fetal 

bovino (SFB). El medio de maduración in vitro (MIV) utilizado fue buffer bicarbonato 

TCM-199 suplementado con 10% (v/v) de SFB, 0,2 mM de piruvato de sodio, 1 mM de 
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glutamina, 1 µg/ml de FSH (Folltropin, Bioniche Animal Health, Estados Unidos) y 1 µg/ml 

de 17b-estradiol. El medio de FIV consistió en TALP suplementado con 2% (v/v) MEM-

aminoácidos esenciales, 1% (v/v) MEM-aminoácidos no esenciales, 6 mg/ml de albúmina 

sérica bovina libre de ácidos grasos (BSA-FAF, por sus siglas en inglés), 20 µM de 

penicilamina, 10 µM de hipotaurina y 10 µg/ml de heparina sulfato (Parrish y col., 1986). 

La solución acuosa de selenito de sodio utilizada fue comprada a la empresa Merck (Tokio, 

Japón).  

 

Preparación del semen 

En todos los experimentos se utilizó semen congelado del mismo toro y del mismo 

lote, de fertilidad probada tanto in vitro como in vivo. Las pajuelas con 40 x 106 

espermatozoides, fueron descongeladas en baño de agua a 37 °C. Los espermatozoides 

fueron lavados en un gradiente discontinuo de Percoll, preparado colocando 2 ml de la 

solución de Percoll al 45% sobre 2 ml de la solución de Percoll al 90% (ambas soluciones a 

temperatura ambiente) en un tubo de centrífuga de 15 ml. Las muestras de semen fueron 

depositadas sobre el gradiente de Percoll y centrifugadas a 500 g por 20 minutos. El pellet 

formado (espermatozoides vivos) fue removido y resuspendido en 300 µl de la solución 

HEPES-TALP y nuevamente centrifugado a 300 g por 10 minutos. Luego de descartado el 

sobrenadante, los espermatozoides fueron resuspendidos en medio FIV, contados en una 

cámara hemocitométrica y posteriormente diluidos a una concentración final de 10 x 106 

espermatozoides/ml. Los espermatozoides fueron mantenidos en incubación a 39 °C en una 

atmósfera con 5% CO2 en aire y humedad a saturación. El medio de FIV fue suplementado 

con concentraciones de 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se, las cuales fueron establecidas de acuerdo 
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al estatus de Se del ganado bovino (control, deficiente, marginal y adecuado, 

respectivamente). 

 

Evaluación de la integridad estructural (viabilidad) y funcional de las membranas 

plasmáticas 

El semen se preparó de la misma manera que se explica en la sección “Preparación 

del semen” y se incubó en medio FIV suplementado con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se, a 39 

°C en en una atmósfera con 5% CO2 en aire y humedad a saturación. Se evaluó una alícuota 

en tres momentos diferentes (0, 3 y 6 h) para determinar viabilidad e integridad funcional de 

la membrana plasmática.  

La integridad estructural de la membrana plasmática se determinó utilizando la 

tinción eosina-nigrosina (Maes y col., 2011).  Los espermatozoides con alteraciones en la 

permeabilidad de su membrana plasmática permiten el ingreso de la tinción adquiriendo un 

color rojo o rosado en su interior, mientras que aquellos que poseen su membrana plasmática 

íntegra no permiten el ingreso del colorante, observándose de color blanco al microscopio 

(Figura 4.1). Brevemente, se colocaron 20 µl de semen con 20 µl de la tinción eosina-

nigrosina (SpermVitalStainTM, NidaCon International AB, Suecia), se homogeinizaron con 

un suave pipeteo y se incubaron por 30 segundos a temperatura ambiente. Luego, 20 µl de 

la mezcla de espermatozoides y tinción se colocaron en un portaobjetos y se dejaron secar al 

aire por 30 minutos.  Finalmente, se contaron un total de 200 espermatozoides por 

tratamiento en al menos cinco campos microscópicos diferentes, considerándose 

espermatozoides muertos a todos aquellos espermatozoides con color rojo o rosado y vivos 

a aquellos espermatozoides de color blanco. 
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La integridad funcional de la membrana plasmática se evaluó utilizando la prueba de 

hinchazón hipoosmótica (HOST, por sus siglas en inglés; Revell y Mrode, 1994). Cuando 

los espermatozoides son expuestos al estrés hipoosmótico, el agua y elementos de bajo peso 

molecular intentan atravesar la membrana plasmática para alcanzar un equilibrio osmótico. 

La prueba de HOST predice la integridad de membrana mediante la evaluación de su 

capacidad en mantener el equilibrio osmótico entre el espermatozoide y el medio que lo 

rodea. El flujo de agua y de los elementos capaces de atravesar la membrana hacia el interior 

del espermatozoide incrementan su volumen alterando su morfología (HOST positivo), 

mientras que aquellos espermatozoides con alteraciones en su membrana permanecen sin 

cambios (HOST negativo; Figura 4.1). Brevemente, se incubaron 25 µl de semen en 200 µl 

de solución HOST (100 mOsm/l, 57.6 mM de fructosa y 19.2 mM de citrato de sodio) por 

30 minutos a temperatura ambiente. Se tomaron 10 µl de la muestra previamente 

homogeinizada y se colocaron directamente en un portaobjetos, sobre el cual se colocó 

inmediatamente un cubreobjetos. Se contaron un total de 200 espermatozoides por 

tratamiento en al menos cinco campos microscópicos diferentes, y se registró el porcentaje 

de espermatozoides HOST positivo (flagelo hinchado y enrollado). 
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Figura 4.1. Espermatozoides observados en microscopio óptico, evaluados mediante la 

tinción de eosina-nigrosina y la prueba de hinchazón hipoosmótica (HOST). 

 

Los espermatozoides se observan en el microscopio óptico con un aumento de 1000x. A: Los espermatozoides 

con alteraciones en la permeabilidad de su membrana plasmática permiten el ingreso del colorante (se observan 

de colo rojo, *), mientras que aquellos que poseen su membrana plasmática íntegra no permiten el ingreso del 

colorante (se observan de color blanco, †); B: En los espermatozoides con membrana plasmática funcional el 

flujo de agua y de los elementos capaces de atravesarla hacia el interior del espermatozoide incrementa su 

volumen alterando la morfología espermática (HOST positivo, *), mientras que aquellos espermatozoides con 

alteraciones en su membrana permanecen sin cambios (HOST negativo, †). 

 

Evaluación del estatus acrosomal 

El semen se preparó de la misma manera que se explica en la sección “Preparación 

del semen” y se incubó en medio FIV suplementado con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se, a 39 

°C en una atmósfera con 5% CO2 en aire y humedad a saturación. Se evaluó una alícuota en 

tres momentos diferentes (0, 3 y 6 h) para determinar el EA de los espermatozoides 

utilizando una aglutinina de Pisum sativum conjugada con isotiocianato de fluoresceína 

(PSA-FITC; por sus siglas en inglés; Sigma Chemical Company, San Luis, Misuri, Estados 

Unidos), como fue descripto anteriormente por Mendoza y col. (1992). Brevemente, se 

realizaron frotis de semen sobre portaobjetos, se dejaron secar al aire y se fijaron con metanol 

por 30 segundos.  Luego se tiñeron utilizando 50 mg/ml de PSA-FITC en buffer fusfato 

A B 

* 
† 

* 

† 
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salino (PBS, por sus siglas en inglés) por 30 minutos en cámara húmeda a temperatura 

ambiente. Los portaobjetos fueron lavados con agua destilada y montados. Se contaron un 

total de 200 espermatozoides por muestra con un microscopio de epifluorescencia Olympus 

BX40 (Olympus, Tokyo, Japón) utilizando ondas de excitación de 450-490 nm con un 

aumento de 1000x. La región acrosómica de aquellos espermatozoides con el acrosoma 

intacto fue PSA-FITC positiva y se tiño de verde, mientras que aquellos espermatozoides 

con el acrosoma dañado presentaron solo una banda de tinción ecuatorial con un poco o nada 

de tinción en la región anterior de la cabeza (Figura 4.2). 

 

Figura 4.2. Estatus Acrosomal de espermatozoides bovinos utilizando una aglutinina de 

Pisum sativum conjugada con isotiocianato de fluoresceína. 

 

Los espermatozoides se observan en un microscopio de fluorescencia, con ondas de exitaación de 450-490 nm 

y un aumento de 1000x. La región acrosómica los espermatozoides con el acrosoma intacto se tiñe de verde (, 

†), mientras que aquellos espermatozoides con el acrosoma dañado pueden presentar solo una banda de tinción 

ecuatorial con un poco o nada de tinción en la región anterior de la cabeza (*). 

 

Ensayo de unión de espermatozoides a la zona pelúcida 

Los ovarios de hembras Aberdeen Angus, de los cuales se extrajeron los complejos 

ovocito-cúmulus (COCs), fueron obtenidos en un frigorífico comercial, independientemente 

*  

† 
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de la etapa del ciclo estral de la hembra donante. Fueron transportados al laboratorio dentro 

de las 3 horas posteriores a la faena en una solución estéril de NaCl (9 g/l) con antibióticos 

y mantenidos a 37-39 °C.  

Los COCs fueron aspirados de folículos con un diámetro entre 3 y 8 mm utilizando 

una aguja de 18-G conectada a una jeringa estéril. Luego se colectaron los COCs utilizando 

un estereomicroscopio de baja potencia (20-30 X) y platina térmica a 39°C, y se colocaron 

en medio de mantenimiento hasta el momento de la selección por calidad.  Solo aquellos 

complejos con el cúmulus intacto y el citoplasma uniformemente granulado fueron 

seleccionados para la MIV. Posteriormente recibieron un doble lavado en buffer TCM-199 

con 15 mM de HEPES y otro doble lavado en medio MIV. Grupos de 10 COCs fueron 

trasferidos a gotas de 50 µl de medio de maduración bajo aceite mineral (Squibb, Princeton, 

Nueva Jersey, Estados Unidos) previamente equilibradas en una incubadora de CO2. La 

incubación fue realizada a 39 °C en una atmósfera de 5% de CO2 y aire saturado de humedad 

por 24 h. Los COCs madurados fueron incubados en buffer fosfato con 0,1 % (p/v) de 

hialuronidasa por 5 minutos a 37 °C. Luego fueron despojados de las células del cúmulus 

mediante un pipeteo suave. Los ovocitos denudados se lavaron 2 veces en medio HEPES-

TALP suplementado con 3 mg/ml de BSA-FAF y se almacenaron a 4 °C hasta el momento 

de su uso. El día de la prueba, se atemperaron y se colocaron en gotas de 50 µl de medio FIV 

suplementado con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se bajo aceite mineral. Las gotas con los ovocitos 

(10 ovocitos por gota) y los espermatozoides se incubaron por 2 h a 37°C en una atmósfera 

con 5% de CO2. El semen se preparó como se explicó en la sección “Preparación del semen”, 

utilizando dos pajuelas por réplica. Luego de la incubación, los ovocitos fueron transferidos 

a PBS, suplementado con 10% (v/v) de SFB y lavados tres veces para remover los 

espermatozoides libres utilizando una pipeta Pasteur. Una vez lavados, los ovocitos se 
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tiñeron con Hoechst 33342, se montaron sobre portaobjetos sobre el cual se colocó un 

cubreobjetos. El número de espermatozoides unidos a cada ovocito fue determinado por 

observación bajo un microscopio de epifluorescencia Olympus BX40 a 400x de aumento.  

 

Evaluación de las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

Los niveles de peroxidación lipídica se midieron utilizando el método de las 

sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS, por sus siglas en inglés). Las 

concentraciones de TBARS en la suspensión de espermatozoides se midió por 

espectrofotometría y se expresaron como niveles de MDA (nmol MDA/ 106 

espermatozoides), utilizando tetrametoxipropano (TMP) como estándar. Se mezcló una 

alícuota de 100 μl de la suspensión de espermatozoides con 100 μl de la solución de SDS al 

8,1% y 750 μl de la solución de ácido acético al 20%. Luego se agregaron 750 μl de la 

solución de TBA al 0,8% y 2 ml de agua destilada y se incubó en horno a 95 °C por 1 hora. 

Después se enfrió a temperatura ambiente y se centrifugó a 4220 g por 15 minutos. 

Finalmente, la absorbancia del sobrenadante se midió a 532 nm utilizando un 

espectrofotómetro. El nivel de MDA se determinó posteriormente en base a la comparación 

con la curva estándar de TMP. 

 

Evaluación del estatus antioxidante total 

 La determinación del EAT se realizó con el método colorimétrico utilizando el kit de 

estatus antioxidante total de Randox (cat num. NX2332, Laboratorios Randox Ltd, Crumlin, 

Reino Unido). Brevemente, se agregaron 20 μl de la suspensión de espermatozoides a 1 ml 

del cromógeno 2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolina sulfonato) (ABTS). Como estándar se 
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utilizaron 20 µl de ácido 6-hidroxil-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2 carboxílico (Trolox) a una 

concentración de 2,27 mmol/l, mientras que como blanco se utilizaron 20 µl de agua 

desionizada. El cromógeno (1 ml) se agregó a los estándares y al blanco. Finalmente, las 

muestras se centrifugaron a 14.000 g por 10 segundos. La absorbancia del sobrenadante se 

midió a los 3 minutos de agregado el sustrato, con un espectrofotómetro a 600 nm. Los 

resultados se expresaron en mmol/l. La variabilidad intraensayo se calculó a partir de 

mediciones por duplicado. 

 

Diseño experimental 

Efecto de la suplementación inyectable con Se al inicio de un protocolo de IATF sobre el 

porcentaje de preñez de hembras bovinas  

 En el Experimento 1 se evaluó el efecto de la suplementación parenteral con Se sobre 

la tasa de preñez luego de un protocolo de IATF. Para este experimento se utilizaron 262 

animales aportados por dos establecimientos comerciales (71 animales por el 

Establecimiento “A” y 191 animales por el Establecimiento “B”). En ambos 

establecimientos los animales fueron divididos aleatoriamente en dos grupos homogéneos 

(Se y CON) como se mencionó anteriormente. En todos los animales se realizó el diagnóstico 

de preñez a los 40 días posteriores a la IATF. Las muestras de sangre fueron tomadas en los 

días 0 y 49 del experimento. Los resultados fueron expresados como porcentajes. 

 

Efecto del Se sobre la integridad estructural de la membrana plasmática (viabilidad) 

 En el Experimento 2 se evaluó la viabilidad de espermatozoides incubados por 0, 3 

y 6 h en medio FIV suplementado con distintas concentraciones de Se (0, 10, 50 y 100 ng/ml 
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de Se) mediante la utilización de la técnica de tinción con eosina-nigrosina. Fueron 

realizadas 3 réplicas en tres días diferentes, utilizando un pool de 3 pajuelas de semen por 

réplica que luego fue dividido en los 4 tratamientos. Los resultados están expresados como 

porcentajes de las tres réplicas independientes. 

 

Efecto del Se sobre la integridad funcional de la membrana plasmática 

 En el Experimento 3 se evaluó la integridad funcional de la membrana plasmática de 

espermatozoides incubados por 0, 3 y 6 h en medio FIV suplementado con 0, 10, 50 y 100 

ng/ml de Se utilizando la prueba de HOST. Para este propósito se realizaron 3 réplicas 

durante tres días diferentes utilizando un pool de 3 pajuelas de semen por réplica que luego 

fue dividido en los 4 tratamientos. Los resultados están expresados como porcentaje de los 

espermatozoides positivos a HOST de las tres réplicas independientes. 

 

Efecto del Se sobre el estatus acrosomal 

 En el Experimento 4 se evaluó el EA de espermatozoides incubados por 0, 3 y 6 h en 

medio FIV suplementado con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se utilizando la tinción con PSA-

FITC como se describió anteriormente. Para este ensayo fueron realizadas 3 réplicas en tres 

días diferentes utilizando un pool de 3 pajuelas de semen por réplica que luego fue dividido 

en los 4 tratamientos. Los resultados están expresados como porcentaje de los 

espermatozoides con el acrosoma intacto (integridad de acrosomas) de las tres réplicas 

independientes. 

 

Efecto del Se sobre la capacidad de unión de espermatozoides a la zona pelúcida 
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 En el Experimento 5 se evaluó el efecto de la suplementación al medio FIV con 0, 

10, 50 y 100 ng/ml de Se sobre la capacidad de unión de los espermatozoides a la ZP. Los 

COCs madurados y despojados de sus células del cúmulus fueron incubados junto con los 

espermatozoides en medio de FIV suplementado con las distintas concentraciones de Se. 

Luego, se tiñeron con Hoechst 33342 y el número de espermatozoides unido a cada ovocito 

fue contabilizado como se describió anteriormente. Para este propósito se utilizaron 102 

COC en tres réplicas (distintos grupos de ovarios para cada día). Los resultados están 

expresados como media de los mínimos cuadrados ± EEM de las réplicas independientes. 

 

Efecto del Se sobre los niveles de peroxidación lipídica  

 En el experimento 6 se evaluaron los niveles de MDA de la suspensión de 

espermatozoides luego de 2 h de incubación en medio FIV suplementado con 0 ó 100 ng/ml 

de Se utilizando el método de TBARS. Este experimento se realizó en 3 réplicas durante 3 

días distintos, utilizando un pool de 3 pajuelas de semen por réplica. Los resultados están 

expresados como media de los mínimos cuadrados ± EEM de las tres réplicas 

independientes. 

  

Efecto del Se sobre el estatus antioxidante total 

 En el experimento 7, se evaluó el EAT de la suspensión de espermatozoides luego de 

2 h de incubación en medio FIV suplementado con 0 ó 100 ng/ml de Se. Este experimento 

se realizó en 3 réplicas durante 3 días distintos, utilizando un pool de 3 pajuelas de semen 

por réplica. Los resultados están expresados como media de los mínimos cuadrados ± EEM 

de las tres réplicas independientes. 
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Análisis estadístico 

 Se utilizó un diseño completamente aleatorio en bloques. Para el ensayo in vivo, el 

modelo estadístico incluyó el efecto aleatorio del bloque (establecimiento, n=2), el efecto 

fijo del tratamiento (CON vs. Se) y su interacción (establecimiento*tratamiento).  Para los 

ensayos in vitro, el modelo estadístico incluyó el efecto aleatorio del bloque (réplicas, n=3) 

y el efecto fijo del tratamiento (0 vs. 10 vs. 50 vs. 100 ng/ml de Se).  Las variables como 

porcentaje de preñez, viabilidad, integridad funcional de la membrana plasmática y el EA se 

analizaron con una regresión logística utilizando el procedimiento GENMOD de SAS (SAS 

Institute Cary, Carolina del Norte, Estados Unidos). La unión de los espermatozoides a la 

ZP, la peroxidación lipídica y el EAT se analizaron utilizando modelos lineales con el 

procedimiento MIXED de SAS (SAS Institute). En el caso de la actividad de GPx se utilizó 

un modelo lineal de medidas repetidas en el tiempo. La significancia estadística se estableció 

en P < 0,05 y P ≤ 0,10 para tendencia e interacciones. 

 

RESULTADOS 

Efecto de la suplementación parenteral con Se al inicio de un protocolo de IATF sobre 

el porcentaje de preñez de hembras bovinas  

 En el Experimento 1, la suplementación con Se tendió a incrementar el porcentaje de 

preñez, siendo en las vacas suplementadas del 74,62% y en el grupo control del 65,78% (OR 

= 1,53; Intervalo de confianza 95% = 0,91 – 2,57; P = 0,10). El establecimiento tuvo un 

efecto significativo sobre el porcentaje de preñez (P < 0,05); el porcentaje en el 

establecimiento “A” fue 80,4% mientras que en el establecimiento “B” fue 57,87%. La 
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interacción establecimiento*tratamiento no tuvo efecto estadísticamente significativo (P ˃ 

0,10). 

 Por otro lado, la actividad de la GPx se incrementó a los 49 días del ensayo en los 

animales del grupo Se, permaneciendo constante en los animales del grupo CON (tiempo: P 

˂ 0,05; tratamiento: P ˃ 0,05; tiempo*tratamiento: P ˂ 0,05; Figura 4.3). 

  

Figura 4.3. Efecto de la suplementación inyectable con Se sobre la actividad de GPx en 

sangre entera en vacas suplementadas al inicio del protocolo de IATF (Campo “B”).  

 

Los animales fueron suplementados con Se (0,1 mg/kg peso vivo; grupo Se) y con solución fisiológica 

estéril (ClNa 0,9%; grupo CON) el día 0 del ensayo. Los animales fueron sangrados al día 0 y 49. 

Los datos están expresados como la media de los mínimos cuadrados ± EEM (4,48 U/ml Hto). Valor 

considerado como normal: ˃ 39,4 U/ml Hto. 

 

Efecto del Se sobre la integridad estructural de la membrana plasmática (viabilidad) 

 En el Experimento 2, la viabilidad de los espermatozoides luego de 3 y 6 h de cultivo 

fue mayor cuando el medio FIV fue suplementado con Se (P < 0,05; Tabla 4.1).  
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Efecto del Se sobre la integridad funcional de la membrana plasmática 

  En el experimento 3, la suplementación del medio FIV con Se incrementó el número 

de espermatozoides HOST positivos luego de la incubación por 3 h (P < 0,05). Sin embargo, 

a las 6 h solo la suplementación con 50 ng/ml logró incrementar la integridad funcional de 

la membrana plasmática comparado con el grupo control (P < 0,05; Tabla 4.1). 

 

Tabla 4.1. Integridad estructural (viabilidad) y funcional de la membrana plasmática de 

espermatozoides bovinos luego de la incubación por 0, 3 y 6 h en medio FIV suplementado 

con Se. 

Suplementación 

con Se (ng/ml) 
Viabilidad (%) 

Espermatozoides HOST 

positivos (%) 

0 h 3 h 6 h  0 h 3 h 6 h  

0 80  71 a 67 a  62 a 47 a 54 a  

10 76  80 b 79 b  64 a 59 b 58 ab  

50 76  81 b 81 b  62 a 62 b 64 b  

100 80  80 b 79 b  61 a 60 b 59 ab  

Los espermatozoides fueron incubados en medio FIV suplementado con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se. 

La viabilidad se evaluó utilizando la técnica de tinción con eosina-nigrosina y la integridad funcional 

de la membrana plasmática utilizando la técnica de HOST, ambas en 3 intervalos de tiempo (0, 3 y 6 

h). La viabilidad está expresada como porcentaje de los espermatozoides blancos que no permiten el 

ingreso del colorante de la tinción de eosina-nigrosina de las tres réplicas independientes. La 

integridad funcional de la membrana plasmática está expresada como porcentaje de los 

espermatozoides positivos a HOST de las tres réplicas independientes a, b Valores con diferente 

superíndice dentro de cada columna indica diferencias estadísticamente significativas (P < 0,05). 
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Efecto del Se sobre el estatus acrosomal 

 En el Experimento 4, los resultados demuestran que el porcentaje de espermatozoides 

con el acrosoma intacto es mayor luego de la incubación en medio FIV suplementado con 

Se, tanto a las 3 como a las 6 h (P < 0,05; Tabla 4.2). 

 

Tabla 4.2. Integridad de acrosomas en espermatozoides bovinos luego de la incubación por 

0, 3 y 6 h en medio FIV suplementado con Se. 

Suplementación con Se 

(ng/ml) 

Integridad de acrosomas (%) 

0 h 3 h 6 h 

0 66,6  56 a 53,4 a 

10 65,5  65,3 b 63,4 b 

50 65,4  68,0 b 61,4 b 

100 65,5  65,9 b 61,4 b 

Los espermatozoides fueron incubados en medio FIV suplementado con 0, 10, 50 y 

100 ng/ml de Se y el EA se evaluó utilizando la tinción con PSA-FITC en 3 intervalos 

de tiempo (0, 3 y 6 h). Los resultados están expresados como porcentaje de integridad 

acrosómica de las tres réplicas independientes. a, b Valores con diferente superíndice 

dentro de cada columna indica diferencias estadísticamente significativas (P < 0,05). 

 

Efecto del Se sobre la capacidad de unión de espermatozoides a la zona pelúcida 

 En el Experimento 5, los resultados demostraron un mayor número de 

espermatozoides unidos a la ZP cuando se adicionó Se al medio FIV en todas las 

concentraciones estudiadas (P < 0,05). Las mayores diferencias se encontraron con el 

agregado de 50 y 100 ng/ml, sin embargo, la suplementación con 100 ng/ml tendió a 
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aumentar el número de espermatozoides unidos a la ZP con respecto a 50 ng/ml Se (P ˂  0,10; 

Figura 4.4 y Figura 4.5).  

 

Figura 4.4. Espermatozoides unidos a la ZP luego de la incubación con diferentes 

concentraciones de Se. 

 

Los ovocitos y espermatozoides se incubaron por 2 h en medio FIV suplementado con 0, 

10, 50 y 100 ng/ml de Se. El número de espermatozoides unidos a la ZP está expresado 

como la media de los mínimos cuadrados ± EEM (1,99 espermatozoides unidos ZP) de 

las tres réplicas independientes. a - c Barras con letras diferentes indican diferencias 

estadísticamente significativas (P < 0,05); Barras con (*) tendieron a ser diferentes (P ˂ 

0,10). ZP: Zona pelúcida 
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Figura 4.5. Espermatozoides bajo microscopio de epifluorescencia unidos a la ZP luego de 

la incubación con diferentes concentraciones de Se. 

 

Los ovocitos y espermatozoides se incubaron por 2 h en medio FIV suplementado con 0, 10, 50 y 100 ng/ml 

de Se. El número de espermatozoides teñidos con el colorante Hoechst 33342 y unidos a cada ovocito fue 

determinado por observación bajo un microscopio de epifluorescencia Olympus BX40 a 400x de aumento. A: 

Control; B: 10ng/ml Se; C: 50ng/ml Se; D: 100 ng/ml Se. 

 

 El objetivo de los experimentos 6 (TBARS) y 7 (EAT) fue determinar el rol de la 

lipoperoxidación en la unión del espermatozoide a la ZP, ya que se ha demostrado una gran 

participación de la misma en este proceso. Por lo tanto, se escogió para los experimentos de 

TBARS y EAT la concentración de Se que obtuvo el mejor resultado en este experimento 

(100 ng/ml), así como también, corresponde a este experimento el momento de sus 

evaluaciones (2 h de incubación). 

 

Efecto del Se sobre los niveles de peroxidación lipídica  

En el experimento 6, la suplementación con Se tendió a incrementar la concentración 

de MDA con respecto al control (P ˂ 0,10; Figura 4.3)  

 

 

A B C D 
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Figura 4.3. Efecto de la suplementación con Se sobre la concentración de MDA luego de 2 

h de incubación. 

 

Los espermatozoides se incubaron por 2 h en medio FIV suplementado con 0 y 100 ng/ml 

de Se. La concentración de MDA está expresada como nmol MDA/ 106 espermatozoides. 

Los datos están expresados como la media de los mínimos cuadrados ± EEM (1,72 nmol 

MDA/ 106 espermatozoides) de las tres réplicas independientes. Barras con (*) tendieron 

a ser diferentes (P ˂ 0,10). MDA: Malondialdehido. 

 

Efecto del Se sobre el estatus antioxidante total 

 En el experimento 7, no hubo diferencia en el EAT de espermatozoides tratados con 

100 ng/ml de Se (P > 0,05; Figura 4.4).  
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Figura 4.4. Efecto de la suplementación con Se sobre el EAT luego de 2 h de incubación. 

 

Los espermatozoides se incubaron por 2 h en medio FIV suplementado con 0 y 100 

ng/ml de Se. La concentración del EAT está expresada como mmol/L/ 106 

espermatozoides. Los datos están expresados como la media de los mínimos 

cuadrados ± EEM (0,005 (mmol/L/ 106 espermatozoides) de las tres réplicas 

independientes. EAT: Estatus antioxidante total. 

 

DISCUSIÓN  

 Uno de los objetivos de este estudio fue evaluar el efecto de la suplementación 

parenteral con Se al inicio de un protocolo de IATF sobre el porcentaje de preñez en hembras 

bovinas. En bovinos, el rol del Se en la reproducción ha sido relacionado principalmente con 

la disminución de las muertes embrionarias en los primeros 20 a 30 días de gestación y con 

la salud uterina (Kumar y col., 2011; Mehdi y Dufrasne, 2016). A su vez, el aumento de la 

fertilidad en las hembras atribuido a este elemento se ha relacionado con la protección del 

cuerpo lúteo frente a los peróxidos lipídicos generados durante la producción de 

progesterona (Kamada y Ikumo, 1997; Kamada y col., 2014). En este estudio, la 
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suplementación con Se al inicio de un protocolo de IATF tendió a incrementar el porcentaje 

de preñez e incrementó la actividad de GPx en la sangre en las hembras bovinas. Las vacas 

suplementadas con Se tuvieron una chance 1,53 veces mayor de quedar preñada que las no 

suplementadas. Estos resultados coinciden con lo reportado por Tasker y col. (1987), quienes 

observaron un aumento en el porcentaje de preñez y un aumento en el estatus de Se en vacas 

lecheras suplementadas con selenato de bario. En el mismo sentido, Aréchiga y col. (1994) 

aumentaron el porcentaje de preñez y redujeron el número de servicios por concepción en 

vacas lecheras suplementadas con Se y vitamina E. En sentido contrario, Morrow y col. 

(1981), Hidoroglou y col. (1987) y Stowe y col. (1988) no encontraron diferencias 

significativas sobre el desempeño reproductivo luego de la suplementación con Se.  

Las gametas femeninas y masculinas dependen de los nutrientes provistos por el FO. 

Esto ha llevado a diversos autores a estudiar la composición del mismo, sin embargo, aún 

no se conoce cuál es la concentración de Se en dicho fluido. En este estudio, el medio de 

FIV fue suplementado con concentraciones de Se similares a las observadas en los fluidos 

corporales de las hembras bovinas, como el plasma sanguíneo y el fluido folicular 

(Underwood y Suttle, 1999; Lizarraga y col., 2019). La membrana plasmática es responsable 

del mantenimiento del equilibrio osmótico de la célula, y su integridad es crucial para la 

supervivencia de los espermatozoides, tanto dentro del tracto reproductor de la hembra como 

en condiciones in vitro (Õura y Toshimori, 1990). Nuestros resultados demostraron que la 

suplementación con Se (10, 50 y 100 ng/ml) mejora la viabilidad de los espermatozoides 

bovinos luego de 3 y 6 h de incubación. Esto está en concordancia con lo observado por 

Dorokstar y col (2012) y Jamali y col. (2019), quienes mejoraron la viabilidad de los 

espermatozoides de búfalos luego del congelado/descongelado con el agregado de Se al 

diluyente del semen. En ese mismo estudio, Dorokstar y col (2012) también reportaron que 
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la suplementación con Se tiene un efecto positivo sobre la integridad funcional de la 

membrana plasmática. En ensayos realizados in vivo Gallo y col., (2003), Marai y col. (2009) 

y El-Sharawy y col. (2017) mejoraron la viabilidad espermática en gallos, carneros y búfalos, 

respectivamente, con la suplementación oral de Se. Se ha observado también, que dicha 

suplementación aumenta la resistencia osmótica de la membrana acrosomal en cerdos 

(Jacyno y col., 2002) y disminuye el daño acrosomal en carneros (Marai y col., 2009). En el 

presente trabajo, la suplementación del medio FIV con Se mejoró la integridad funcional de 

la membrana plasmática luego de 3 h y 6 h de incubación. Además, el porcentaje de 

espermatozoides con el acrosoma intacto fue mayor a las 3 y 6 h para todas las 

concentraciones de Se estudiadas. Debido a que solo los espermatozoides mótiles y que 

poseen su membrana plasmática y acrosoma sin daños son capaces de unirse y fertilizar al 

ovocito (Hoodbhoy y Dean, 2004; Varghese col., 2005), prevenir el deterioro funcional y 

estructural de la célula espermática es esencial para mantener la fertilidad (Ursini y col., 

1999; Shi y col., 2010; Ahsan y col., 2014). 

 Aunque se ha demostrado que el efecto antioxidante del Se protege a los 

espermatozoides del daño oxidativo (Ahsan y col., 2014), en el presente estudio la 

suplementación con 100 ng/ml de Se aumentó los niveles de MDA en los espermatozoides.  

No está claro por qué la suplementación con Se incrementó los niveles de lipoperoxidación. 

Una posible explicación es que, en este estudio el Se fue suplementado en forma de sal 

inorgánica de selenito de sodio. El selenito sufre una reducción dependiente de tiol para 

formar seleniuro antes de ser incorporado a las selenoproteinas específicas, oxidando el 

glutatión de su estado reducido (GSH) a su estado oxidado (GSSG; Batist y col., 1986; 

Stadtman, 1996). El posible rol pro-oxidante de esta sal inorgánica (Stolwijk y col., 2020) 

podría verse reflejado también en el EAT dado que, si bien el efecto no fue significativo, el 
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selenito redujo numéricamente el EAT de los espermatozoides. Se ha demostrado que, 

aunque niveles elevados de EROs tienen efectos negativos sobre los espermatozoides, en 

cantidades fisiológicas promueven el proceso de capacitación espermática (Baumber y col., 

2003; Rivlin y col., 2004; Roy y Atreja, 2008; Gonçalves y col., 2010). De acuerdo con lo 

anterior, nuestros resultados demuestran que la concentración que tuvo el mayor incremento 

en el número de espermatozoides unidos a la ZP (100 ng/ml Se), aumentó los niveles de 

MDA. Estos resultados son consistentes con lo reportado por Aitken y col. (1989) y Kodama 

y col. (1996) quienes demostraron que la inducción de lipoperoxidación leve incrementa la 

unión de espermatozoides a la ZP y la capacidad de fertilización. En 1982, Segerson y Libby 

(1982) encontraron mayor cantidad de espermatozoides unidos a óvulos fecundados en el 

tracto reproductor de hembras bovinas suplementadas con Se y vitamina E.  

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la presencia de Se en el medio 

de fecundación mejora de la calidad in vitro del espermatozoide. Vale la pena aclarar que en 

el presente estudio se empleó semen de un solo toro, por lo tanto, el resultado no contempla 

la variabilidad que podría existir entre individuos. Teniendo en cuenta el desempeño 

observado, sería interesante determinar si el efecto del Se sobre la calidad espermatica se 

encuentra condicionado por la variabilidad individual, así como también, cual es la 

importancia del Se sobre la funcionalidad espermática en el tracto reproductivo de la hembra 

bovina, y como esto podría afectar el proceso de fecundación. 

 

CONCLUSIONES 

En conclusión, los resultados obtenidos in vivo demostraron que la suplementación 

con Se tendió a aumentar el porcentaje de preñez luego de la IATF. Por otro lado, los 
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resultados obtenidos in vitro demostraron que el agregado de Se al medio FIV aumenta la 

viabilidad, la integridad funcional de la membrana plasmática y el EA de los 

espermatozoides. Además, la suplementación con 100 ng/ml de Se aumentó el número de 

espermatozoides unidos a ZP y los niveles espermáticos de MDA. Estos resultados sugieren 

que el Se podría actuar como un factor importante en la fertilidad de la hembra bovina 

cuando es aplicado al inicio de un protocolo de IATF y en la calidad de los espermatozoides 

bovinos cultivados in vitro. 
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CAPÍTULO V 

 

EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE SELENIO SOBRE LA 

MADURACIÓN DE OVOCITOS BOVINOS Y SU CAPACIDAD DE 

DESARROLLO POSTERIOR 

 

 

INTRODUCCIÓN  

 El Se resulta esencial para la actividad reproductiva bovina, tanto en machos como 

en hembras (Boland, 2003; Mehdi y Dufrasne, 2016; Singh y col., 2018). Su deficiencia ha 

sido asociada con una serie de problemas reproductivos, como la retención placentaria y el 

incremento en la incidencia de metritis y ovarios quísticos (Spears y Weiss, 2008; Hefnawy 

y Tórtora-Pérez, 2010; Sordillo, 2013). La prevención de esta serie de desórdenes que 

responden a la suplementación con Se se asocia con incrementos en las tasas de fertilidad 

(Aréchiga col., 1998; Wichtel, 1998). Por otro lado, el Se incrementa la fertilidad al reducir 

las muertes embrionarias durante el primer mes de gestación (Mehdi y Dufrasne, 2016). 

Komisrud y col. (2005) demostraron que la suplementación con Se mejoró la tasa de 

concepción en el primer servicio en vacas lecheras deficientes en Se. 

 El Se es absorbido principalmente en el yeyuno y es transportado unido a α- y β-

globulinas, lipoproteínas, y albúmina hacia el hígado (Schrauzer, 2000) donde es 

metabolizado y distribuido al organismo a través de la síntesis y liberación de SepP (Burk y 

Hill, 2015). Según las concentraciones plasmáticas de Se, el estatus mineral en el ganado 

bovino es definido como deficiente, marginal y adecuado (< 50, 50–83, y > 83 ng/ml de Se, 
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respectivamente; Pehrson y col., 1986; Smith y col., 1988; Gerloff, 1992; Ceballos y 

Wittwer, 1996).  

 El Se juega un rol importante en la defensa celular antioxidante ya que es un 

componente estructural de las selenoproteinas, como la familia de las GPx y las TrxRs entre 

otras, de actividad principalmente antioxidante (Brigelius-Flohé y Maiorino 2013). La GPx 

inactiva el peróxido de hidrógeno y otros hidroperóxidos tomando el poder reductor del 

GSH, convirtiéndolo en GSSG, en el sistema antioxidante GSH/GSSG (Mills, 1957; Rivera, 

2005), mientras que las TrxRs ejercen su función antioxidante intracelular actuando a nivel 

del sistema redox de los tioles (Mustacich, 2000; Burk y Hill, 2015). El Se también juega un 

rol clave en el ciclo celular y la apoptosis, inhibiendo el daño genético (Zeng, 2009). 

Además, varios estudios han revelado que el Se regula la señalización intracelular, 

incluyendo la proteína quinasa C, el factor nuclear kappa B y la vía de la insulina 

(Gopalakrishna y col., 1997; Fontenelle y col., 2018). 

 El Se ha sido utilizado como suplemento en medios de cultivo, usualmente 

combinado con otros compuestos como insulina-tranferrina (Raghu y col., 2002; Jeong y 

col., 2008; Córdova y col., 2010) o calcio-calcio ionósforo (Makki y col., 2012). De acuerdo 

con Baker y col. (1998), los medios de cultivo celular son habitualmente deficientes en Se y 

por lo tanto, deben ser suplementados con concentraciones fisiológicas de este mineral traza. 

La mayoría de los investigadores han reportado la adición de concentraciones bajas o 

suprafisiológicas de Se a los medios de MIV (Córdova y col., 2010; Xiong y col., 2018). En 

estudios previos, ya se ha demostrado la importancia de suplementar los medios de MIV con 

concentraciones adecuadas de distintos minerales traza como el cobre, manganeso o zinc, y 

como estos mejoran la capacidad de desarrollo posterior de los ovocitos bovinos (Picco y 

col., 2010; Picco y col., 2012; Anchordoquy y col., 2013). Por otro lado, aunque varios 
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estudios han demostrado la importancia del Se en la producción in vitro de embriones (Raghu 

y col., 2002; Jeong y col., 2008; Córdova y col., 2010; Makki y col., 2012), el efecto de las 

concentraciones de este mineral durante la MIV dentro de los rangos de referencia para el 

estatus de Se en bovinos aún no ha sido evaluado. 

  En consecuencia, se diseñaron 7 experimentos con el fin de estudiar el efecto de la 

adición de Se (en concentraciones basadas en los distintos estatus de este elemento en los 

bovinos) sobre la MIV de ovocitos bovinos. Para ello se evaluó la viabilidad y la apoptosis 

de las células del cúmulus (CC); las concentraciones de GSH-GSSG intracelular, los niveles 

de MDA y el EAT en los COCs; y la maduración nuclear y la capacidad de desarrollo 

posterior de los ovocitos. Además, se evaluó la concentración de Se en el licor folicular y en 

el medio de MIV. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivos y medios 

 Todos los reactivos utilizados para la preparación de los medios fueron adquiridos 

de la empresa Sigma Chemical Co. (San Luis, Misuri, Estados Unidos). El medio de 

mantenimiento consistió en medio HEPES-199 suplementado con 5 % de SFB. El medio de 

maduración utilizado fue TCM-199 suplementado con 10% (v/v) de SFB, 0,2 mM de 

piruvato de sodio, 1 mM de glutamina, 1 µg/ml de FSH (Folltropin, Bioniche Animal Health, 

Estados Unidos) y 1 µg/ml de 17b-estradiol. El medio de fertilización consistió en TALP 

suplementado con 2% (v/v) MEM-aminoácidos esenciales, 1% (v/v) MEM-aminoácidos no 

esenciales, 6 mg/ml de BSA-FAF, 20 µM de penicilamina, 10 µM de hipotaurina y 10 µg/ml 

de heparina (Parrish y col., 1986). El medio de cultivo para el desarrollo de los embriones 
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consistió en SOFm, el cual estuvo compuesto por SOF (Tervit y col., 1972) suplementado 

con 1 mM de glutamina, 2% (v/v) de MEM- aminoácidos esenciales, 1% (v/v) de MEM-

aminoácidos no esenciales y 8 mg/ml de BSA-FAF (Gardner y col., 1994). La solución 

acuosa de selenito de sodio utilizada fue comprada a la empresa Merck (Tokio, Japón). 

 

Maduración, fertilización y cultivo in vitro 

Los ovarios de hembras Aberdeen Angus, de los cuales se extrajeron los COCs, 

fueron obtenidos en un frigorífico comercial, independientemente de la etapa del ciclo estral 

de la hembra donante. Fueron transportados al laboratorio dentro de las 3 horas posteriores 

a la faena en una solución estéril de NaCl (9 g/L) con antibióticos y mantenidos a 37-39 °C.  

Los COCs fueron aspirados de folículos con un diámetro entre 3 y 8 mm utilizando 

una aguja de 18-G conectada a una jeringa estéril. Luego se colectaron los COCs utilizando 

un estereomicroscopio de baja potencia (20-30 X) y platina térmica a 39°C, y se colocaron 

en medio de mantenimiento hasta el momento de la selección por calidad.  Solo aquellos 

complejos con el cúmulus intacto y el citoplasma uniformemente granulado fueron 

seleccionados para la MIV. Posteriormente recibieron un doble lavado en buffer TCM-199 

con 15 mM de HEPES y otro doble lavado en medio de MIV. Grupos de 10 COCs fueron 

trasferidos a gotas de 50 µl de medio de MIV bajo aceite mineral (Squibb, Princeton, Nueva 

Jersey, Estados Unidos) previamente equilibradas en una incubadora de CO2. Los COCs 

fueron madurados en medio de MIV suplementado con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se; estas 

concentraciones fueron establecidas de acuerdo con el estatus de Se del ganado bovino 

(control, deficiente, marginal y adecuado, respectivamente). La incubación fue realizada a 

39 °C en una atmósfera con 5% de CO2 en aire y humedad a saturación por 24 h. Para la 



119 
 

FIV, los ovocitos fueron lavados, sin quitarles las CC, dos veces en HEPES-TALP 

suplementado con 3 mg/ml de BSA-FAF y colocados en gotas de 50 µl de medio FIV bajo 

aceite mineral y mantenidos en estufa a 39°C hasta el momento de la inseminación. En todos 

los experimentos se utilizó semen congelado del mismo toro y del mismo lote. Se utilizaron 

dos pajuelas, cada una conteniendo 40 x 106 espermatozoides, descongeladas en baño de 

agua a 37 °C. Los espermatozoides fueron lavados en un gradiente discontinuo de Percoll, 

preparado colocando 2 ml de la solución de Percoll al 45% sobre 2 ml de la solución de 

Percoll al 90% (ambas soluciones se encontraban a temperatura ambiente) en un tubo de 

centrífuga de 15 ml. Las muestras de semen fueron depositadas sobre el gradiente de Percoll 

y centrifugadas a 500 g por 20 minutos. El pellet formado (espermatozoides vivos) fue 

removido y resuspendido en 300 µl de la solución HEPES-TALP y nuevamente centrifugado 

a 300 g por 10 minutos. Luego de descartado el sobrenadante, los espermatozoides fueron 

resuspendidos en medio FIV, contados en una cámara hemocitométrica y posteriormente 

diluidos a una concentración final de 10 x 106 espermatozoides/ml. La coincubación de los 

COCs con los espermatozoides se realizó por 24 h a 39 °C en una atmósfera con 5% CO2 en 

aire y humedad a saturación. Luego de la FIV, los presuntos zigotos fueron despojados de 

las CC por medio de pipeteo manual; lavados dos veces en medio HEPES-TALP y cultivados 

en medio SOFm. El cultivo in vitro de embriones (CIV) se llevó acabo en gotas de 40 µl de 

medio de CIV bajo aceite mineral (10 zigotos por gota) a 39 °C en una atmósfera de 7% de 

O2, 5% de CO2, 88% de N2 y saturada de humedad. Todos los embriones fueron cultivados 

en ausencia de glucosa durante las primeras 24 h y luego cultivados por 9 días en presencia 

de 1,5 mM de glucosa. El medio de cultivo se renovó cada 48 h, y los embriones fueron 

incubados por 10 días (día 0 = día de la fertilización). La taza de clivaje fue registrada 48 h 

luego de la inseminación. Al finalizar el período de incubación, el estado morfológico de 
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desarrollo embrionario fue evaluado con un microscopio invertido (Diaphot, Nikon, Tokio, 

Japón; Figura 5.1).  

 

Figura 5.1. Embriones cultivados in vitro en diferentes estadios morfológicos del desarrollo.  

 

Estado morfológico de los embriones evaluado en los días 8 y 10 de cultivo. A: blastocistos 

medianos y expandidos, día 8 de cultivo. B: blastocistos completamente eclosionados y ZPs vacias, 

día 10 de cultivo. 

 

Análisis de la maduración nuclear de ovocitos 

Luego de la MIV, los ovocitos se colocaron en gotas de TCM-199 con 0,2% de 

hialuronidasa a temperatura ambiente, y luego las CC fueron removidas por pipeteo manual. 

La maduración nuclear de los ovocitos se evaluó mediante el montaje y tinción de los 

ovocitos denudados con Hoechst 33342, un colorante fluorescente que tiñe el ADN. Luego 

los ovocitos fueron examinados bajo un microscopio de epifluorescencia Olympus BX40 

(Olympus, Tokio, Japón), y clasificados según su estado de maduración en: vesícula 

germinal (VG), metafase I (MI), anafase-telofase (A-T) o metafase II + corpúsculo polar 

(MII + CP; Süss y col., 1988; Izadyar y col., 1997). Los ovocitos con una configuración 

anormal de la cromatina, o sin cromatina fueron clasificados como degenerados (D). Los 

A B 
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resultados se expresaron como porcentaje de los ovocitos en los diferentes estados de 

maduración nuclear.  

 

Evaluación de la viabilidad de las células del cúmulus 

Luego de la maduración, la viabilidad de las CC se evaluó mediante la incubación de 

las mismas por 10 minutos a 37°C en un medio de PBS con 2,5 g/L del colorante azul de 

tripán. Luego de la tinción, las CC se lavaron en medio PBS y se observaron bajo un 

microscopio Olympus BX40 en un aumento de 200X. Las CC muertas mostraron una tinción 

azul característica bajo la luz blanca. 

 

Evaluación de la apoptosis en las células del cúmulus mediante el ensayo de tinción con 

Anexina V 

La Anexina V es una proteína de unión a fosfolípidos dependiente de calcio con alta 

afinidad por la fosfatidilserina (FS; Paasch y col., 2004; Glander y Schaller, 1999). La 

apoptosis temprana se evaluó mediante la redistribución de FS en la membrana con el kit de 

tinción Anexina-V-Fluos (Roche, cat. num. 11-858-777-001). El ensayo involucra tinciones 

simultáneas con Anexina-V-Fluos (verde) y con el colorante de ADN Ioduro de propidio 

(PI, rojo). Mientras que las células normales excluyen tanto el PI como la Anexina V, las 

células necróticas toman el PI y se tiñen de color rojo, mientras que las células apoptóticas 

tardías se tiñen de un color naranja/verde y las células apoptóticas tempranas se tiñen 

solamente de color verde. Brevemente, las células (1 x 106) se lavaron dos veces con PBS y 

se centrifugaron a 200 g por 5 minutos. El pellet formado fue resuspendido en 100 ml de la 

solución marcadora Anexina-V-Fluos (Anexina V + fluoreceina, Hepes y PI) y fueron 

incubadas en cámara oscura por 10-15 minutos a 15-25 °C. La suspensión celular (50 µl) se 
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colocó sobre un portaobjetos e inmediatamente se cubrió con un cubreobjetos. Se analizaron 

bajo un microscopio de fluorescencia un total de 200 CC por tratamiento. El conteo se realizó 

con un aumento de 400X utilizando un microscopio de epifluorescencia Olympus BX40 

equipado con un filtro de excitación de 515-560 nm. 

 

Ensayo de glutatión total 

Luego de la MIV, todos los ovocitos de cada tratamiento (n = 20) se combinaron y 

fueron despojados de las CC que los rodeaban mediante pipeteo, con una pipeta de diámetro 

estrecho, en HEPES-TCM 199. Para cada réplica, los pooles de ovocitos de cada tratamiento 

se colocaron en microtubos con 10 µl PBS, se congelaron a -20°C y descongelaron a 

temperatura ambiente. Este procedimiento se repitió tres veces. La destrucción completa de 

los ovocitos se logró mediante aspiraciones repetidas utilizando una micropipeta. Las CC de 

al menos 20 COCs se transfirieron a tubos Eppendof y se lavaron dos veces mediante 

resuspensión en PBS y centrifugación a 14.000 g por 10 segundos. El pellet formado se 

resuspendió en 500 µl de PBS y la concentración celular se contó en una cámara 

hemocitométrica. Luego de una nueva centrifugación a 14.000 g por 10 segundos, el pellet 

formado se resuspendió en 40 µl de PBS, se congeló a -20°C y se descongeló a temperatura 

ambiente. La destrucción de las CC se realizó mediante la adición de 400 µl de agua destilada 

y aspiraciones repetidas con aguja 26-G. El agua destilada se agregó para incrementar el 

volumen de las muestras a 1,2 ml y luego se mezcló con 1,2 ml de buffer fosfato 0,2 M 

conteniendo 10 mM de EDTA. El incremento en la absorbancia se midió a 412 nm cada 30 

segundos hasta completar 5 minutos utilizando un espectrofotómetro de doble haz, luego de 

agregar rápidamente 100 µl de Ácido 5,5´-ditio-bis 2-nitrobenzoico (DTNB), 1 unidad de 
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glutatión reductasa (en 50 µl) y 50 µl de NADPH 4,3 mM en PBS (10 µL). El medio de 

lavado (10 µl) fue utilizado como blanco. La concentración total de GSH (GSH-GSSG) en 

ovocitos y CC se calculó a partir de la curva estándar de GSH (Furnus y col., 1998). 

 

Ensayo de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

Los niveles de peroxidación lipídica se midieron utilizando el método de TBARS. 

Las concentraciones de TBARS en los COCs se midió por espectrofotometría y se expresó 

como el nivel de MDA (nmol MDA/20 COCs) utilizando TMP como estándar. Luego de la 

MIV, todos los COCs de cada tratamiento (n = 20) se combinaron y se colocaron en 

microtubos con 100 µl de PBS, se congelaron a -20°C y se descongelaron a temperatura 

ambiente. Este procedimiento se repitió 3 veces, el sobrenadante se mezcló con 100 µl de la 

solución de SDS al 8,1% y con 750 µl de ácido acético al 20%. Luego de agregar 750 µl de 

la solución de TBA al 0,8% y 2 ml de agua destilada la mezcla se incubó en un baño de agua 

hirviendo por 1 hora. Después se enfrió a temperatura ambiente y se centrifugó a 4220 g por 

15 minutos. Finalmente, la absorbancia del sobrenadante se midió a 532 nm utilizando un 

espectrofotómetro. El nivel de MDA se determinó posteriormente en base a la comparación 

con la curva estándar de TMP. 

 

Ensayo de estatus antioxidante total 

La determinación del EAT se realizó con el método colorimétrico utilizando el kit de 

estatus antioxidante total de Randox (cat num. NX2332, Laboratorios Randox Ltd, Crumlin, 

Reino Unido). Brevemente, luego de la MIV, todos los COCs de cada tratamiento (n = 20) 

fueron agrupados y colocados en microtubos con 100 µl de PBS, congelados a -20°C y 
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descongelados a temperatura ambiente. Este procedimiento se repitió 3 veces y luego se 

añadieron 20 µl del sobrenadante a 1 ml de ABTS.  Como estándar se utilizaron 20 µl de 

ácido 6-hidroxil-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2 carboxílico (Trolox) a una concentración de 

2,27 mmol/L, mientras que como blanco se utilizó agua desionizada. El cromógeno (1 ml) 

se agregó a los estándares y al blanco. La absorbancia se midió a los 3 minutos de agregado 

el sustrato con un espectrofotómetro a 600 nm. Los resultados se expresaron en mmol/L. La 

variabilidad intraensayo se calculó a partir de mediciones por duplicado. 

 

Determinación de la concentración de Selenio en licor folicular y en el medio de 

maduración 

Los ovarios de hembras Aberdeen Angus se envolvieron en film plástico y fueron 

transportados refrigerados al laboratorio dentro de las 2 horas posteriores a la faena. El 

diámetro folicular se midió con un calibre y solo se aspiraron los folículos con un diámetro 

mayor a 10 mm. Se colectó el licor de cada folículo por aspiración con jeringas de insulina 

estériles. Las muestras se mantuvieron en hielo hasta la centrifugación. También se 

colectaron muestras de medio MIV con 10% de SFB (n = 5). La concentración de Se fue 

determinada mediante espectrofotometría de absorción atómica (Perkin Elmer AAnalyst 

200) con generador de hidruros. 

 

Diseño experimental 

Efecto del Se sobre la viabilidad de las células de cúmulus 

En el experimento 1, se evaluó el efecto del Se sobre la viabilidad de las CC seguido 

de la adición de 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se al medio de MIV. Los COCs se maduraron 
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durante 24 h, y se evaluó la viabilidad como se mencionó anteriormente. Para este propósito, 

512 COCs se maduraron en 5 réplicas y se analizaron al menos 200 CC por tratamiento en 

cada réplica. 

 

Efecto del Se sobre la apoptosis 

En el experimento 2, se determinó el efecto de la suplementación con Se al medio 

MIV (0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se) sobre la apoptosis de las CC mediante el ensayo de tinción 

con Anexina V. La MIV fue realizada como se describió anteriormente. Para este propósito, 

400 COCs se maduraron en 4 réplicas. 

 

Efecto del Se sobre la concentración total de glutatión 

En el experimento 3, se evaluó el efecto de la adición de 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se 

al medio de MIV sobre la concentración intracelular de GSH-GSSG tanto en ovocitos como 

en CC. Tanto la maduración de los COCs como la determinación de la concentración de 

GSH se realizaron como se describió con anterioridad. Para este propósito, 320 COCs se 

maduraron en 4 réplicas.  

 

Efecto del Se sobre la peroxidación lipídica 

En el experimento 4, se evaluó el efecto del Se sobre los niveles de MDA seguido de 

la adición de 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se al medio de MIV utilizando la técnica de TBARS. 

Los COCs se maduraron por 24 h y los niveles de MDA se evaluaron como se describió 

anteriormente. Para este propósito, 320 COCs se maduraron en 4 réplicas. 
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Efecto del Se sobre el estatus antioxidante total 

En el experimento 5, se evaluó el efecto de la suplementación con 0, 10, 50 y 100 

ng/ml de Se al medio de MIV sobre el EAT en COC. Los COCs se maduraron por 24 h y el 

EAT se evaluó como se describió anteriormente. Para este propósito, 320 COCs se 

maduraron en 4 réplicas. 

 

Efecto del Se sobre la maduración nuclear de ovocitos 

En el experimento 6, se evaluó el efecto de la suplementación con 0, 10, 50 y 100 

ng/ml de Se al medio de MIV sobre la maduración nuclear de los ovocitos. La MIV se realizó 

como se describió anteriormente. Para este propósito, 357 COCs se maduraron en 5 réplicas. 

 

Efecto del Se sobre el desarrollo embrionario posterior 

En el experimento 7, se investigó la capacidad de desarrollo de ovocitos madurados 

en medio MIV suplementado con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se. La MIV, FIV y CIV se 

realizaron como se describió previamente. Para este propósito, 1336 COCs se maduraron en 

8 réplicas. 

 

Análisis estadístico 

 Se utilizó un diseño completamente aleatorio en bloques. El modelo estadístico 

incluyó el efecto aleatorio del bloque (réplicas; n = 4-8) y el efecto fijo del tratamiento (0 vs 

10 vs 50 vs 100 ng/ml de Se). La viabilidad de las CC; la apoptosis de las CC, la maduración 

nuclear; y las tasas de clivaje, blastocistos y eclosión se analizaron con una regresión 

logística utilizando el procedimiento GENMOD (SAS Institute), mientras que el GSH total 
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y el TBARS fueron analizados con una distribución gamma, utilizando el procedimiento 

GLIMIX (SAS Institute). El análisis del EAT se realizó con un modelo lineal con el 

procedimiento MIXED de SAS (SAS Institute, Cary, Carolina del Norte, Estados Unidos). 

Los resultados de GSH total, TBARS y EAT están expresados como media de los mínimos 

cuadrados ± EEM. Los resultados de viabilidad de las CC; apoptosis de las CC; maduración 

nuclear; y las tasas de clivaje, blastocistos y eclosión están expresados como porcentajes. La 

significancia estadística se fijó en P ˂ 0,05, mientras que se estableció como tendencia para 

la significancia estadística en P ≤ 0,10. 

 

RESULTADOS 

Determinación de la concentración de Se en el licor folicular y medio de maduración 

La concentración de Se en el licor folicular fue de 128,8 ± 7,9 ng/ml, mientras que 

en el medio MIV el Se no fue detectable. 

 

Efecto del Se sobre la viabilidad 

 En el experimento 1, la viabilidad de las CC se incrementó cuando se agregó Se al 

medio de MIV en comparación al control (60,1; 64,1; 66,5 y 69,0 % para 0, 10, 50 y 100 

ng/ml de Se respectivamente P < 0,05); a su vez, el agregado de 100 ng/ml de Se fue la 

concentración que produjo el mayor incremento en la viabilidad (P < 0,05). 

 

Efecto del Se sobre la apoptosis 

 En el experimento 2, los resultados revelaron una disminución de las células 

apoptóticas tardías cuando los COCs se maduraron en presencia de Se (P < 0,05). El 



128 
 

porcentaje de células necróticas después de la MIV fue menor en las CC maduradas con 100 

ng/ml de Se comparado con aquellas maduradas sin suplementar (P < 0,05). Además, el 

porcentaje de células no apoptóticas fue mayor cuando se agregaron 50 y 100 ng/ml de Se 

al medio de MIV (P < 0,05; Tabla 5.1). 

 

Tabla 5.1. Apoptosis en células del cúmulus maduradas in vitro con distintas 

concentraciones de Selenio. 

 
Suplementación con Se Vivas Apoptóticas 

tempranas 
Apoptóticas 

tardías 
Necróticas 

(ng/ml) (n) (%) (%) (%) (%) 

0 (Control) 600 68,6 a 1,8 a 19,5 a 10,0 a 

10 600 67,5 a 2,3 a 14,6 b 15,5 b 

50 597 74,3 b 1,3 a 15,5 b 8,7 a 

100 599 76,7 b 2,5 a 15,0 b 5,6 c 

 
Los COCs bovinos se incubaron en medio MIV suplementado con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se durante 

24 h. La apoptosis se evaluó utilizando Anexina V-FLUOS– Ioduro de propidio (PI). Las CC se 

clasificaron como vivas (Anexina V-negativo/PI-negativo); apoptóticas tempranas (Anexina V-

positivo/PI-negativo); apoptóticas tardías (Anexina V-positivo/PI-positivo), y necróticas (Anexina V-

negativo/PI-positivo). Los datos se expresaron en porcentaje. Para este propósito, 400 COCs se 

maduraron en cuatro replicas. a - c Valores con diferente superíndice dentro de cada columna indica 

diferencias estadísticamente significativas (P < 0,05). 

 

Efecto del Se sobre la concentración total de glutatión 

 En el experimento 3, no hubo diferencias estadísticamente significativas (P ˃ 0,05) 

en la concentración intracelular de GSH-GSSG de ovocitos y CC cuando se maduraron con 
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50 o 100 ng/ml de Se. Sin embargo, la concentración intracelular de GSH-GSSG se 

incrementó con el agregado de 10 ng/ml de Se (P < 0,05; Tabla 5.2). 

 

Tabla 5.2. Concentración intracelular total de glutatión en ovocitos y células del cúmulus 

bovinos madurados con distintas concentraciones de Selenio. 

  Suplementación con Se (ng/ml) 

  0 10 50 100 

Ovocito GSH-GSSG (pmol/ovocitos)  5,98 ± 0,05 a 8,41 ± 0,04 b 5,99 ± 0,05 a 6,35 ± 0,04 a 

Cúmulus GSH-GSSG (nmol/106 células) 0,76 ± 0,07 a 0,94 ± 0,07 b 0,73 ± 0,09 a 0,66 ± 0,09 a 

 

Los COCs bovinos se incubaron en medio MIV con 0, 10, 50 y 100 ng/ml durante 24 h. Los datos se expresaron 

como la media de los mínimos cuadrados ± EEM. Para este propósito, 320 COCs se maduraron en 4 réplicas. 

a, b Valores con diferente superíndice dentro de cada fila indica diferencias estadísticamente significativas (P < 

0,05). 

 

Efecto del Se sobre la peroxidación lipídica 

 En el experimento 4, los COCs madurados con Se presentaron una disminución 

significativa en los niveles de MDA respecto del grupo control (P < 0,05). Los niveles más 

bajos de MDA se observaron con 10 y 50 ng/ml de Se (P < 0,05; Figura 5.2). 

 

 

 

 

 



130 
 

Figura 5.2. Peroxidación lipídica en los complejos ovocitos-cúmulus madurados con 

diferentes concentraciones de Selenio.  

 

Los COCs bovinos se incubaron en medio MIV con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se durante 

24 h. Los niveles de peroxidación lipídica se midieron utilizando el método de 

las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) y los resultados se 

expresaron como nmol MDA/20 COCs. Los datos se expresaron como la media de 

los mínimos cuadrados ± EEM (1,10 nM MDA/20 COCs). Para este propósito 320 COCs 

se maduraron en cuatro réplicas. a - c Barras con letras diferentes difieren estadísticamente 

(P < 0,05). MDA: Malondialdehido 

 

Efecto del Se sobre el Estatus antioxidante total 

 En el experimento 5, el valor promedio de EAT de los COCs madurados con Se fue 

similar a aquellos del grupo control (P ˃ 0,05). Sin embargo, los COCs madurados en 100 

ng/ml de Se demostraron menor EAT que aquellos madurados en 10 y 50 ng/ml de Se (P < 

0,05; Figura 5.3). 
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Figura 5.3. Estatus antioxidante total en complejos ovocito-cúmulus madurados con 

distintas concentraciones de Selenio. 

 
 

Los COCs bovinos se incubaron en medio MIV con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se durante 

24 h. El estatus antioxidante total se expresó como mmol/L. Los datos se expresaron 

como la media de los mínimos cuadrados ± EEM (0,04 mmol/L/20 COC). Para este 

propósito, 320 COCs se maduraron en cuatro réplicas. a, b Barras con letras diferentes 

difieren estadísticamente (P < 0,05). EAT: estatus antioxidante total. 

 

Efecto del Se sobre la maduración nuclear de ovocitos 

 En el experimento 6, no se encontraron diferencias significativas en la maduración 

nuclear de los ovocitos madurados con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se (P ˃ 0,05; Tabla 5.3). 
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Tabla 5.3. Maduración nuclear de ovocitos bovinos madurados con diferentes 

concentraciones de Selenio. 

    Suplementación con Se (ng/ml) 

    0 (Control) 
 

10 50 100 

Ovocito (n)   77 72 91 117 

GV (%)   1,3 2,8 0,0 0,0 

MI (%)   7,8 6,9 11,0 6,0 

A-T (%)   0,0 0,0 0,0 0,9 

MII+PB (%)   88,3 87,5 85,7 88,9 

D (%)   2,6 2,8 3,3 4,3 

Las diferencias entre los tratamientos dentro de cada categoría no fueros 

estadísticamente significativas (P > 0,05). Los COCs bovinos se incubaron en 

medio MIV con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se durante 24 h. Los datos se expresaron 

como porcentajes. GV, vesícula germinal; M I, metafase I; A-T, anafase-telofase; 

M II + PB, metafase II y el primer corpúsculo polar; D, degenerado. Para este 

propósito, 357 COCs se maduraron en cinco réplicas. 

 

Efecto del Se sobre el desarrollo embrionario posterior 

 En el experimento 7, no se encontraron diferencias en las tasas de clivaje y de 

blastocistos con el agregado de Se al medio de MIV (P ˃ 0,05). Sin embargo, el agregado de 

10 ng/ml de Se en el medio de MIV mejoró la tasa de eclosión (P < 0,05; Tabla 5.4). 
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Tabla 5.4.  Capacidad de desarrollo de ovocitos bovinos madurados con diferentes 

concentraciones de Selenio. 

Suplementación con Se Ovocitos Clivados Blastocistos/ovocitos Blastocistos/clivados Eclosión/Blastocisto 

(ng/ml) (n) (%) (%) (%) (%) 

0 (Control) 321 77,25a 25,54a 30,39a 47,56a 

10 365 75,06a 27,67a 36,76a 64,35b 

50 316 77,53a 20,56a 26,75a 50,76ab 

100 334 75,74a 28,14a 36,69a 55,31ab 

Los COCs bovinos se incubaron en medio MIV con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de Se durante 24 h. La tasa de clivaje 

se registró a las 48 h luego de la inseminación. Los datos reportados para el desarrollo hasta la etapa de 

blastocisto incluyeron aquellos embriones que progresaron a las etapas de blastocisto expandido o eclosionado 

después de 8 y 10 días en cultivo, respectivamente. Los datos se expresan como porcentaje. Para este propósito, 

1336 COCs se maduraron en ocho réplicas. a, b Los valores con diferentes superíndices dentro de cada columna 

difieren estadísticamente (P < 0,05). 

 

DISCUSIÓN 

 Recientemente, Xiong y col. (2018) reportaron que el contenido de Se en el licor 

folicular de Bos grunniens (una especie bovina salvaje) fue de 69 ± 3 ng/ml, mientras que, 

en el presente estudio, la concentración de Se fue dos veces mayor. Por lo tanto, la 

concentración de Se encontrada en el licor folicular de Bos Taurus fue similar a la 

concentración considerada como adecuada en el plasma. En el presente estudio, el medio de 

MIV sin Se o con concentraciones deficientes tuvo un efecto perjudicial sobre la viabilidad 

de las CC después de la maduración. De hecho, aunque la apoptosis en las CC fue 

significativamente disminuida cuando el Se fue agregado al medio de MIV, solo la 
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concentración considerada como adecuada fue capaz de reducir el porcentaje de células 

necróticas. Este hallazgo no coincide con lo reportado por Mauro y col. (2011), quienes 

observaron que la presencia de 5, 50, ó 500 ng/ml de Se en el medio de cultivo no modificó 

la viabilidad ni la apoptosis de las células HT29 con respecto al control. Sin embargo, 

nuestros resultados coinciden con lo observado por Zou y col. (2019), quienes demostraron 

que el selenito de sodio incrementó la viabilidad y redujo la apoptosis y la necrosis de células 

epiteliales de glándula mamaria bovina (BMEC, por sus siglas en inglés) expuestas a estrés 

por calor. El rol antioxidante del Se, puede ser un mecanismo importante en el 

mantenimiento de la viabilidad celular y la prevención de la apoptosis. Ha sido demostrado 

que el selenito de sodio protege a las células embrionarias porcinas contra agentes oxidantes 

y la apoptosis (Uhm y col., 2007).  

 La importancia del Se en la defensa antioxidante celular ha sido ampliamente 

estudiada. Se ha demostrado que el Se puede ejercer su efecto beneficioso a través de 

selenoproteinas como la TrxR y la GPx (Brigelius-Flohé y Maiorino, 2013). Las enzimas 

TrxR reducen las proteínas tiorredoxinas aportando equivalentes reductores mediante el 

sistema redox de los tioles (Mustacich, 2000; Burk y Hill, 2015). Por otro lado, las GPx 

eliminan el peróxido de hidrogeno y los peróxidos lipídicos generados por los radicales libres 

y otras especies derivadas del oxígeno (Sunde, 1990). El MDA es considerado el principal 

producto de descomposición desprendido de los peróxidos lipídicos. Una correlación inversa 

entre el Se y el contenido de MDA en plasma ha sido reportada en mujeres embarazadas 

(Mihailović y col., 2000). En ratas con daño hepático inducido por nanopartículas de plata, 

el selenito de sodio elevó los niveles de GSH y la actividad de GPx, catalasa y superóxido 

dismutasa en hígado (Ansar y col., 2017). Recientemente, Ceko y col, (2015) demostraron 

en bovinos que el Se y la GPx1 están presentes en las células de la granulosa de los folículos 
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mayores y juegan un rol crítico como antioxidantes durante el desarrollo folicular tardío. 

Además, el cultivo de folículos preantrales de ratón en presencia de selenito de sodio 

incrementó la actividad de GPx y el EAT, mejorando el desarrollo folicular in vitro 

(Abedelahi y col., 2010). En nuestro estudio, la adición de Se al medio de MIV no modificó 

el EAT de los COCs, pero disminuyó los niveles de MDA con todas las concentraciones 

probadas, e incrementó a su vez, el contenido de GSH-GSSG cuando se lo suplementó en 

una concentración de 10 ng/ml. 

 Aunque actualmente no se conoce cuál es el órgano blanco del Se en el sistema 

reproductor femenino, es bien sabido que la deficiencia de este mineral provoca una 

reducción en la fertilidad (Basini y Tamanini, 2000). Paszkowski y col. (1995) encontraron 

una disminución significativa en los niveles de Se en el licor folicular de mujeres con 

infertilidad sin causa aparente. Según Basini y Tamanini, (2000), el Se no solo previene el 

daño oxidativo, sino que también puede influir en la expresión del receptor de FSH en las 

células de la granulosa. Además, estos investigadores demostraron que este mineral modula 

la proliferación de las células de la granulosa y la síntesis de estradiol (Basini y Tamanini, 

2000). En 2012, Makki y col. demostraron que la adición de Se, calcio y calcio ionósforo al 

medio de MIV incrementó el porcentaje de ovocitos humanos en meiosis II, mientras que, 

en nuestro estudio, ni la maduración nuclear, ni la capacidad de desarrollo de los ovocitos se 

vio modificada por la suplementación con Se. No obstante, la suplementación de 10 ng/ml 

de Se en el medio de MIV incrementó la tasa de eclosión. Esto coincide con Shamsuddin y 

col. (1994) quienes reportaron que la suplementación con insulina, transferrina y Se durante 

la MIV y la FIV no modificó las tasas de clivaje y blastocistos en bovinos, pero incrementó 

la calidad de los blastocistos, exhibiendo una mejor viabilidad y supervivencia post-

descongelamiento. En cerdos, Uhm y col. (2007) demostraron que la adición de selenito de 
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sodio al medio de CIV incrementó la tasa de desarrollo y la calidad de los partenotes. Un 

hallazgo interesante fue que la concentración de Se que mejoró la calidad embrionaria (tasa 

de eclosión) fue la misma que incrementó los niveles de GSH después de la MIV. En este 

sentido, ha sido reportado en la literatura una fuerte relación entre los niveles de GSH en el 

ovocito y el desarrollo embrionario temprano. Se ha demostrado que el contenido 

intracelular de GSH al final de la MIV refleja el grado de maduración citoplasmática del 

mismo, por lo que un incremento en las concentraciones de GSH durante la MIV mejora el 

desarrollo embrionario y la calidad del embrión (Funahashi y Day, 1995; Miyamura y col., 

1995; de Matos y col., 1996; Furnus y col., 1998). No está claro por qué la concentración 

considerada como deficiente (10 ng/ml) fue la única que mejoró el contenido total de GSH. 

Una explicación podría ser que en este estudio el medio de MIV fue suplementado con Se 

en forma de selenito de sodio (sal inorgánica), mientras que in vivo este mineral es reducido 

e incorporado a proteínas principalmente en forma del aminoácido selenocisteina (Burk y 

Hill, 2015). El selenito sufre una reducción dependiente de tiol para formar seleniuro antes 

de ser incorporado a las selenoproteinas específicas, oxidando el GSH a GSSG (Batist y col., 

1986; Stadtman, 1996). Esta reacción puede provocar el agotamiento de GSH debido a la 

exportación de GSSG celular a través de un transportador (Lee y Jeong, 2012).  Shalini y 

Bansal (2007) demostraron que la adición de selenito de sodio en una concentración 

considerada como adecuada en el presente trabajo (alrededor de 118 ng/ml) disminuyó 

significativamente el contenido de GSH en células testiculares cultivadas in vitro. 

 

CONCLUSIONES 
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En conclusión, nuestros resultados demostraron que el agregado de Se durante la 

MIV, en concentraciones consideradas como marginales y adecuadas, incrementó la 

viabilidad de las CC, mientras que los niveles de lipoperoxidación en los COCs 

disminuyeron con todas las concentraciones estudiadas. Además, la suplementación con 10 

ng/ ml de Se incrementó el contenido intracelular de GSH-GSSG en CC y ovocitos y la tasa 

de eclosión de los embriones. Nuestros resultados sugieren que el Se podría actuar como un 

factor importante durante la MIV mejorando la capacidad antioxidante del COC bovino.  
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CAPÍTULO VI 

 

CONCLUSIONES GENERALES 

 

 En conclusión, nuestros resultados indican que en la CDS más del 50% de los 

animales muestreados presentan algún grado de deficiencia, siendo los animales jóvenes los 

que poseen mayor riesgo de sufrirla. La carencia no se asociaría a una estación del año, 

siendo la ubicación geográfica la responsable de la variabilidad en el estatus de Se.  

 Los experimentos in vivo permitieron demostrar que la suplementación con Se puede 

reducir las pérdidas subclínicas de la carencia, como mermas en el crecimiento y la fertilidad. 

La suplementación de bovinos jóvenes con Se aumentó la GDP en terneros de cría predestete 

y durante el ingreso a confinamiento. En ambos casos la actividad de la enzima GPx se elevó 

desde niveles de deficiencia hasta valores de normalidad a los 28 y 21 días respectivamente. 

Por otro lado, el porcentaje de preñez en hembras adultas aumentó cuando se suplementó 

con Se al inicio de un protocolo de IATF. 

Los ensayos in vitro destinados a evaluar el efecto de la suplementación con Se sobre 

la función reproductiva generaron resultados beneficiosos en gametas y embriones. Por un 

lado, el agregado de Se al medio FIV mejoró la calidad de los espermatoziodes, aumentando 

su viabilidad, la integridad funcional de la membrana plasmática, el EA y el número de 

espermatozoides unidos a la ZP. Por otro lado, la suplementación con Se durante la MIV en 

concentraciones consideradas como marginales (50 ng/ml) y adecuadas (100 ng/ml) 

incrementó la viabilidad de las CC y redujo los niveles de lipoperoxidación en los COCs. 
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Además, la suplementación con 10 ng/ ml de Se incrementó el contenido intracelular de 

GSH-GSSG en las CC y ovocitos e incrementó la tasa de eclosión de los embriones. 

 En base a los resultados de este trabajo de tesis, podemos asumir que los bovinos de 

la CDS tienen riesgo de sufrir carencia de Se y pérdidas subclínicas, tanto productivas como 

reproductivas, asociadas a la misma. La suplementación con Se en una dosis de 0,1 mg/kg 

por vía SC demostró ser una herramienta de fácil implementación, que puede evitar las 

menores GDP en terneros y aumentar la fertilidad en la hembra bovina, incrementando al 

mismo tiempo la actividad de la enzima GPx durante un lapso aceptable. Finalmente, la 

suplementación con Se como selenito de sodio a los medios de cultivo in vitro demostró ser 

una buena herramienta para mejorar la maduración de los COCs y la calidad de los 

espermatozoides bovinos, posiblemente debido a su función en el balance redox celular. 


