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RESUMEN
El selenio contrarresta el dafo celular causado por estrés oxidativo y mejora la respuesta fisioldgica
del organismo. En este estudio se evaluaron leucocitos durante el desarrollo embrionario de ovejas
como respuesta al selenio organico. Veintisiete ovejas locales del municipio de San Andrés Chiautla,
Estado de México, con edad promedio de 2.5 afios, se asignaron al azar en dos grupos, 11 en grupo
testigo (sin selenio; S-Se) y 16 con adicion de levadura enriquecida con selenio (selenio organico; C-
Se) a dosis de 0.3 ppm, via oral por periodo de siete dias antes de la Inseminacion Atrtificial (1A)
consumiendo una dieta a base de alfalfa achicalada y rastrojo de maiz. Se realiz6é conteo diferencial
de células blancas; en frotis sanguineos realizados antes, durante y después del tratamiento de
selenio. Los datos se analizaron mediante modelo mixto, mostrando diferencias significativas por
tratamiento y tiempo (p < 0.05) en neutroéfilos; el dia 9 del desarrollo embrionario (5.91 £ 0.89y 2.11
0.46; S-Se y C-Se, respectivamente) y basofilos el dia -3 (1.85 £ 0.31 y 1.05 £ 0.23). En cuanto a los
linfocitos y eosinofilos mostraron diferencia por tiempo (p < 0.05) pero no por tratamiento (p = 0.05).
Se concluye que el selenio disminuye el numero de neutréfilos y basodfilos; después de formarse el
blastocisto y cuatro dias después de iniciado el tratamiento con Selenio.
Palabras clave: leucocitos, selenio organico, ovejas.

ABSTRACT
Selenium decreases cellular damage caused by oxidative stress and improves the organism
physiological response. Leukocytes were evaluated during embryonic development in ewes with
consumption of organic selenium. A total of 27 local ewes at the municipality of San Andrés Chiautla,
Mexico State, with an average age of 2.5 years, were randomly assigned in two groups, 11 in control
group (without Selenium, S-Se) and 16 with oral selenium (C-Se; selenium-enriched yeast) addition at
dose of 0.3 ppm, for a period of seven days before Atrtificial Insemination (Al) consuming a diet based
on alfalfa and corn stubble. White cell differential counting was performed on blood smears. Samples
were taken before, during and after selenium treatment. Data were analyzed by mixed model, showing
significant differences by treatment and time (p < 0.05) in neutrophils; day 9 of embryonic development
(5.91 £ 0.89 y 2.11 + 0.46; S-Se y C-Se, respectively) and basophils amount was at day -3 (1.85
0.31 y 1.05 £ 0.23). Regarding lymphocytes and eosinophils, they showed a difference in time (p <
0.05) but not by treatment (p = 0.05). It is concluded that selenium decreases the number of
neutrophils and basophils; after blastocyst formation and four days after starting organic selenium
treatment.
Keywords: leukocytes, organic selenium, ewes.
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INTRODUCCION

El selenio (Se) es un micronutriente esencial necesario para el funcionamiento adecuado del
organismo, la deficiencia en este mineral produce patologias (Huang et al., 2012; Ahsan et

al., 2014). Los niveles de selenio regulan procesos de inflamacién e inmunidad (Huang et

al., 2012). Existen dos tipos de respuesta ante la invasién de agentes extranos al organismo:
La respuesta inmune innata (natural); es una respuesta rapida, no especifica, compuesta de
barreras mecanicas, mucosas y células productoras de citocinas y quimiocinas. La
inmunidad innata actua organizadamente hasta la activacion de la inmunidad adaptativa. La
inmunidad adquirida (adaptativa) es una respuesta rapida, con memoria inmunoldgica,
mediada por células T y B, las cuales para su activacion requieren de la presentacion y
procesamiento de antigenos. La inmunidad adaptativa se divide en dos areas, la inmunidad
humoral mediada por linfocitos B y la inmunidad celular mediada por los linfocitos T. Las
respuestas innatas y adquiridas generalmente funcionan juntas para eliminar patégenos. Las
células de respuesta innata utilizan células fagociticas (neutréfilos, monocitos y
macrofagos), células que liberan mediadores inflamatorios (basofilos, mastocitos vy
eosinofilos) y células asesinas naturales (Delves y Roitt, 2000).

De acuerdo a Martinez et al., (2011) durante la gestacién normal en la mucosa uterina se

encuentra gran numero de leucocitos (neutrofilos, macrofagos, células asesinas naturales y
células dendriticas); células que cumplen multiples funciones como: fagocitosis, produccion
de citocinas, produccion de metabolitos del oxigeno (6xido nitrico (ON), anién superéxido),
liberacion de prostaglandinas, proteinas de fase aguda y péptidos antimicrobianos.

Investigaciones hechas en los ultimos afos involucran aspectos del sistema inmune (en
seleccion, maduracion y activacion de algunos eventos de células inmunes), estos estudios
muestran variaciones en las concentraciones de leucocitos segun los eventos fisioldgicos de
enfoque, como son: gestacion, lactancia, edad, raza, efecto del estrés e incluso la ubicacion
geografica de la explotacién animal; asi como el estado de salud (Hoffmann y Berry, 2008).

La cantidad de nutrientes transferidos a la descendencia depende del estado nutricional de
la madre y la eficiencia del mecanismo de transporte transplacentario y mamario; el paso de
oligoelementos y otros nutrientes a través de la placenta es necesario para: el desarrollo
embrionario, crecimiento fetal y funciones fisiolégicas de la madre y el feto durante la
gestacién. El selenio pasa eficientemente a través de la barrera placentaria hacia tejidos
fetales y también se transfiere al calostro y la leche (Rock et al., 2001; Stewart et al., 2012;

Erdogan et al., 2017). La deficiencia nutricional de selenio causa: problemas de fertilidad,

aborto, retencién placentaria, enfermedad del musculo blanco, debilidad neonatal (Spears,
2011), mortalidad, crecimiento, desarrollo e implantacion del embrién inadecuada (Sharma y
Agarwal, 2004) y baja inmunidad (Rayman, 2012). Dichos problemas se pueden prevenir

adicionando selenio a la dieta de los animales.
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Existen diversa formas y fuentes de selenio; organicas (selenometionina, selenocisteina) e
inorganicas (selenito y selenato de sodio). El organico tiene mayor biodisponibilidad, es tres
veces menos téxico que el inorganico; es citoprotector, debido a que se incorpora a los
tejidos de reserva (Yue et al., 2009; Lyons et al., 2007). Sin embargo, a pesar de que

diversos autores mencionan los beneficios del selenio en la inmunidad celular, no existe
informacion precisa sobre el efecto del mineral en la presencia de células del paquete
celular blanco; encargadas de respuesta inmune en ovejas en proceso de gestacion.

Por lo tanto, el objetivo del estudio fue evaluar la respuesta de leucocitos durante el
desarrollo embrionario de ovejas con aplicacion oral de selenio organico otorgado antes de

ser inseminadas.

MATERIAL Y METODOS
La investigacion se realizé en el municipio de San Andrés Chiautla, Estado de México; con
coordenadas geograficas 19°36'19" N y 98°564'38" O, y altitud de 2260 msnm. El clima es

templado-semiseco, registrando temperatura media anual de 19°C, con maxima de 32°C y
minima de 6°C (Inafed, 2018). Se utilizaron 27 ovejas locales (raza indefinida) multiparas

con peso entre 35 y 38.2 kg, condicién corporal de 2.5 (escala de 1 a 5), con edad promedio
de 2.5 afos. Las ovejas se asignaron al azar en dos grupos, 11 para el grupo testigo (sin
selenio; S-Se) y 16 con adicién de levadura enriquecida con selenio (selenio organico; C-Se)
en dosis de 0.3 ppm; requerimiento de acuerdo al NRC, considerando que el lugar donde se
realizd el experimento es deficiente en selenio (Targetmap, 2013). Durante todo el

experimento las ovejas se mantuvieron en estabulacion permanente y se alimentaron con
dieta a base de alfalfa achicalada y rastrojo de maiz.

La administracion oral de selenio organico (C-Se), fue por periodo de siete dias antes de la
Inseminacion Atrtificial (1A), y al grupo S-Se se les administré placebos. Antes del inicio del
tratamiento se desparasitaron (lvermetina dosis: 1ml) y se aplicé vitamina (Complejo B); se
sometieron a protocolo de sincronizacién de estro con esponjas intravaginales Cronolone
(Chronogest® CR), impregnadas con 20 mg de progestageno durante 14 dias. Al retirar las
esponjas, se aplicaron 400U | de eCG (Folligon®) y la Inseminacion Atrtificial (IA) se realizd
55 horas después del retiro de esponjas, por el método de endoscopia.

Se tomaron muestras sanguineas para realizar frotis; antes del tratamiento con selenio
organico, antes de desparasitar a las ovejas (39 dias antes de la |A) y un dia antes de iniciar
el tratamiento con selenio, durante los dias -5, -3 y -1; considerando el dia cero como el dia
de la Inseminacion Atrtificial (IA) y después; los dias 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 19, 23, 28 y 42; este
ultimo periodo de muestreo se consideré como correspondiente al desarrollo embrionario de

la oveja.
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La técnica que se realizé para este estudio es la que utiliza el modulo de reproduccién del
Colegio de Postgraduados. Los frotis sanguineos se realizaron colocando una gota de
sangre en el centro del portaobjetos y se hizo el barrido de la muestra de forma uniforme
para formar una capa delgada de tejido sanguineo; se sec6 a temperatura ambiente por 10
minutos aproximadamente; posteriormente se aplicé etanol al 96% para fijar la muestra, se
tineron con Hematoxilina Gill No.3 (Sigma-Aldrich) por 5 minutos; posterior a ello se realizé
un lavado con agua destilada.

El conteo diferencial de leucocitos se realizé con microscopio 6ptico a resolucion 40x con
cinco repeticiones (campos microscopicos) por muestra. Se realizé el diagnéstico de
gestacion 35 dias posteriores a la Inseminacién con ecdgrafo portatii marca Draminski
modelo 4Vet mini, con transductor abdominal 7.5 MHz; la exploracién de estructuras propias
de gestacion se hizo a nivel de la fosa iliaca. Para el diagndstico las ovejas fueron dietadas
12 horas antes de realizar la ecografia.

Las variables dependientes evaluadas fueron cantidad diferencial de glébulos blancos
(Linfocitos, Neutrdfilos, Monocitos, Basofilos y Eosindfilos). Las ovejas se distribuyeron de
manera aleatoria para cada tratamiento; incluyendo a la oveja como efecto aleatorio. Se
utilizé un modelo mixto mediante el procedimiento MIXED (SAS, 2002), con el siguiente

modelo: Y =y + T,+ Tiempo ;+ T.Tiempo ; + € 4 ; en donde: Y ;: variable dependiente
analizada, y: media general de la poblacion, T ;: i-ésima tratamiento, P ;: j-ésimo tiempo,
T.Tiempo ;: interaccion entre el tratamiento y el tiempo de muestreo, € ; : error aleatorio. En
los casos de significancia estadistica (p < 0.05), las medias se compararon con la prueba de
Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio la adicion del selenio organico a las ovejas no mostré diferencias
significativas (p = 0.05) en linfocitos (figura 1a); mientras que se presento6 efecto significativo
por tratamiento (p < 0.05) en neutrdéfilos el dia 9 del desarrollo embrionario (5.91 + 0.89 S-Se
y 2.11 £ 0.46 C-Se, respectivamente (figura 1b)). No se encontré diferencia significativa (p 2
0.05) en linfocitos entre tratamiento; en contraste con los resultados encontrados por
Broome et al., (2004), quien al adicionar selenio observdé aumento en cantidad de linfocitos.

El dia -8 que corresponde un dia antes del inicio del tratamiento y el dia -5 durante el
tratamiento; muestran el menor numero de células blancas en el tiempo. El dia uno
corresponde un dia después de la inseminacién, y en el dia tres se da la fecundacion del
ovulo; observando asi una disminucién de linfocitos y neutréfilos en ambos eventos
fisiolégicos. Considerando que los neutrofilos son células fagociticas (junto con monocitos y
macrofagos), se enlazaria con la posibilidad de menor rechazo de espermatozoides.

Los linfocitos T son considerados moduladores de la respuesta inmunolégica de la madre,
ya que regulan el proceso de implantacion durante el primer trimestre de embarazo,

4
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existiendo un incremento de células T (Martinez et al., 2011). Resultados que coinciden en

este estudio al incrementar la cantidad de linfocitos a partir del dia 11 del desarrollo
embrionario, donde dias después empieza la implantacién (figura 1a). En abortos
espontaneos se ha observado disminucion en el numero de las células T reguladoras
(Guerin et al., 2009).
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S-Se: sin selenio, C-Se: levadura enriquecida con Selenio organico, dosis (0.03 ppm); -39, -8:
dias antes del inicio del tratamiento; -5, -3, -1: muestras durante el tratamiento; 1: inicio de la
gestacion; 1, 3,5,7,9, 11, 13, 19, 23, 28 y 42: dias del desarrollo embrionario de la oveja. IA:
Inseminacién Artificial. *: Indica diferencias significativas (P<0.05).
Figura 1ay 1b. Comportamiento de linfocitos y neutréfilos en el tiempo en ovejas locales (raza
indefinida)
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Las células blancas que presentaron mayor porcentaje en esta investigacion fueron los
linfocitos (55.06 %), neutréfilos (29.22 %) y monocitos (8.26 %); y en menor cantidad los
basdfilos y eosindfilos con 0.70 % y 4.46 %, respectivamente. Respecto a los tratamientos
se muestra ligera elevacién de valores promedios en la adiciéon de selenio organico (C-Se)
con 58.0 %, y sin selenio (S-Se) un 41.95 %, no obstante no hubo diferencias estadisticas (p
2 0.05); esto puede deberse a eventos externos e internos del animal, como fisiologia

normal o patoldgica. Estos resultados concuerda con Yue et al., (2009) y Brown et al.,
(2000), que al evaluar diferentes grupos de tratamiento con selenio, no se presentaron
diferencias significativas en las variables evaluadas. Brown et al. (2000), menciona que a

pesar de la variacién numérica de los valores, la no diferencia es debida a variacion en
respuestas interindividuales.

En cuanto a los basdéfilos, se observé diferencia significativa (p<0.05) entre tratamiento y en
el tiempo; el dia -3 mostré disminucion del valor promedio de células basdfilas para el
tratamiento con selenio organico (1.05 + 0.23), en comparacion con el grupo testigo S-Se
(1.85 £ 0.31). El dia 5, 7 y 9 del desarrollo embrionario se observé disminucion de basdfilos
y eosindfilos (figura 2a, b). Estos dias corresponde al momento de la formacion del
blastocisto (5-6 dias) y empieza una etapa inflamatoria, de acuerdo a lo descrito por Delves
y Roitt (2000), estas células (basdfilos y eosindfilos) son mediadores inflamatorios. Canalejo
et al., (2007) no encontraron diferencias en basdfilos, eosindéfilos y linfocitos durante el
tiempo de gestacion a pesar de ser ésta una etapa con presencia de inflamacion de tejido
uterino. En enfermedades como la inflamacion alérgica, los numeros de eosindfilos

aumentan notablemente en la sangre y los tejidos, donde se localiza la inflamacién (Davoine
y Lacy, 2014).

A partir del dia 11 del desarrollo embrionario los valores de las células blancas aumentan
(figura 1 y 2), considerando que los dias posteriores se presentan procesos fisioldgicos; en
el dia 13 ocurre la implantacion embrionaria en las ovejas y el establecimiento de

placentomas, se registra de 30-80 dias (Byers y Kramer, 2010). El aumento registrado en las

células blancas posterior a los eventos fisioldgicos aqui comentados puede no tener causa
directa sobre el embridén, dado que para este momento la barrera placentaria se esta

desarrollando y sirve de proteccién directa al embrion.
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S-Se: sin selenio, C-Se: levadura enriquecida con Selenio organico, dosis (0.03 ppm); -39, -8:
dias antes del inicio del tratamiento; -5, -3, -1: muestras durante el tratamiento; 1: inicio de la
gestacion; 1, 3,5,7,9, 11, 13, 19, 23, 28 y 42: dias del desarrollo embrionario de la oveja. IA:
Inseminacién Artificial *: Indica diferencias significativas (P<0.05).
Figura 2ay 2b. Comportamiento de baséfilos y eosinofilos en el tiempo en ovejas locales (raza
indefinida).

CONCLUSIONES
Se concluye que la administracién de selenio organico (0.3 ppm), disminuye el niUmero de

neutrdéfilos y basdfilos, después de formarse el blastocisto y cuatro dias después de iniciado
el tratamiento. Las diferencias estadisticas por tiempo se deben a factores fisioldgicos del
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desarrollo embrionario. No se encontré diferencias estadisticas en linfocitos, monocitos,
eosindfilos.
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