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RESUMEN.

En la produccion animal, los micronutrientes participan en muchas rutas metabdlicas
y son necesarios para mantener la integridad de aquellos tejidos de recambio
rapido, por lo cual hay un creciente interés en el uso de suplementos con
propiedades antioxidantes en la alimentacion que protegen contra el dafio oxidativo.
Se conoce que con terapias de selenio (Se) y vitamina E, existe efecto sinérgico
para mantener los mecanismos involucrados en la respuesta inmune. Para evaluar
el efecto de la suplementacién de estos antioxidantes en la respuesta inmune, se
utilizé al conejo como modelo biol6égico para evaluar la respuesta antigénica a los
antigenos de Mannheimia haemolytica. En este trabajo se utilizaron 21 conejos de
raza Chinchilla, los cuales después de un periodo de adaptacion se distribuyeron en
tres grupos diferentes; el Grupo A al cual se le inocul6 vitamina E y selenio, ademas
de una bacterina toxoide, el Grupo B, al cual se le inocul6 la bacterina toxoide y el
Grupo C al cual solo se le administro solucién salina fisioldgica. Se hizo un muestreo
semanal para obtener suero y plasma, las cuales fueron utilizadas para realizar un
inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA indirecta) para los antigenos de M.
haemolityca serotipo A2 y la leucotoxina de M. haemolityca. Ademas, se cuantifico
el selenio en plasma de todos los Grupos, utilizando la técnica de espectrofotometria
de absorcion atomica con generador de hidruros. Se obtuvo una mayor
concentracion de selenio en plasma del Grupo A (promedio, 0.095 p/g) en
comparacién con el Grupo B (promedio, 0.049 ug/g) y el Grupo C (promedio
0.048vpug/g) teniendo una diferencia estadistica (p<0.05). En cuanto a la evaluacién
de la respuesta a los antigenos se obtuvo para M. haemolityca serotipo A2 una
diferencia estadistica (p<0.05), siendo el Grupo A (promedio, 1.086 nm) el que tuvo
mejor respuesta a este antigeno en comparacion con el Grupo B (promedio, 0.775
nm) y el Grupo C (promedio, 0.736 nm). Sin embargo, al evaluar la respuesta
antigénica de la leucotoxina de M. haemolityca, no se obtuvo una respuesta similar,
a pesar de un incremento de la respuesta al antigeno del Grupo A (promedio, 0.972
nm), no se observaron diferencias estadisticas significativas (p>0.05) en
comparacion para el Grupo B (promedio, 0.782 nm), pero si hay diferencia

estadistica de ambos grupos con respecto al Grupo C (promedio, 0.407 nm). En

Vi



conclusion, se logro la suplementacion de selenio y vitamina E via subcutanea la
cual tuvo efectos benéficos sobre la respuesta al antigeno de estos conejos a
diferencia de los animales que no fueron suplementados, la cual se observo para

M. haemolityca serotipo A2, pero no para la leucotoxina de M. haemolityca.

Palabras clave: Mannheimia haemolytica, leucotoxina, selenio, vitamina E,

conejo, antigenos, inmunidad.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Cunicultura en México.

La cunicultura es una actividad que esta creciendo a nivel mundial en los ultimos
tiempos, debido a su facil manejo, la rapidez con la que se reproducen y la
posibilidad de generar animales para su venta o autoconsumo (Garcia et al., 2017).
Pese a estas ventajas, el progreso de la cunicultura en México ha sido limitado
debido a la poca difusién de su consumo, a pesar de tener diversas ventajas con
relacion a otros tipos de carne, debido a la poca organizacion entre los productores
(Olivares et al., 2009; Coreno et al., 2017).

1.1.1. El conejo como modelo experimental.

El conejo (Oryctolagus cuniculus), constituye un animal de facil crianza y
mantenimiento, de bajo costo y de alta disponibilidad en nuestro medio (Hernandez
et al.,, 2012). Los conejos pueden ser empleados para muchos propdésitos, entre
ellos en la investigacién de enfermedades infecciosas e inmunoldgicas, por la alta
calidad y cantidad de sus anticuerpos; también se usan en serologia (Fuentes et al.,
2010).

1.2. Micronutrientes antioxidantes.

En la produccién animal, los micronutrientes (vitaminas y minerales) participan
en muchas rutas metabdlicas, asi como en la diferenciacion, replicacion, regulacion
y modulacion de los procesos celulares. Estos son necesarios para mantener la
integridad de aquellos tejidos de recambio rapido e importantes en la respuesta
inmune de los animales (Campos, 2015).

Los antioxidantes son sustancias que tienen la capacidad de donar electrones o

atomos de hidrégeno, para transformar las especies reactivas de oxigeno o




radicales libres, en compuestos mucho mas estables, regulando su cantidad en el
organismo, para que de esta forma protejan a la célula del dafio oxidativo (Candia
et al., 2015; Rodriguez, 2013).

Hay un creciente interés en el uso de suplementos con propiedades
antioxidantes en la alimentacion animal que protegen contra el dafio oxidativo.
Algunos antioxidantes no pueden ser sintetizados por el organismo y por lo tanto
deben ser tomados en la dieta (antioxidantes exdgenos), por ejemplo, el acetato de
a-tocoferol (la fuente de vitamina E mas ampliamente disponible para la
suplementacion), carotenoides y los metales traza como el selenio (Se), el
manganeso (Mn) y el zinc (Zn). De forma general hay dos mecanismos
fundamentales: los antioxidantes enzimaticos y los antioxidantes no enzimaticos
(Abdel Khalek, 2013; De la Cruz et al., 2008).

1.2.1. Antioxidantes enzimaticos.

Los antioxidantes enzimaticos se componen un sistema de defensa basado
en un complejo enzimatico, donde se encuentran enzimas como la superdxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutation peréxidasa (GSH-Px), la
tiorredoxina reductasa (TRX) y la glutation reductasa (GRX). Dentro de estos
antioxidantes es importante destacar a ciertos oligoelementos, cuya incorporacion
al organismo es necesaria por constituir parte del sitio activo de las enzimas

antioxidantes.

Estos oligoelementos son cobre (Cu), zinc (Zn), selenio (Se), magnesio (Mg)
y hierro (Fe); por ejemplo, las expresiones de la glutatibn peroxidasa y la
tiorredoxina reductasa, dependen de que se cuente con cantidades adecuadas de
selenio, las expresiones del superéxido dismutasa dependen de un aporte
adecuado de Cu y Zn; la actividad del glutation reductasa depende de un consumo
suficiente de riboflavina (De la Cruz et al., 2008; Mayor, 2010; Zamora, 2007). En la
Tabla 1 se observan algunos antioxidantes enzimaticos, su funcion fisiologica y la

ubicacién donde realizan su funcion.




Tabla 1. Funcion y ubicacién de los antioxidantes enzimaticos. Modificado de (Rodriguez, 2013; Zamora,
2007).

ANTIOXIDANTE LOCALIZACION. FUNCION FISIOLOGICA.
ENZIMATICO.

Metaloenzima dependiente de Zn, Cu.
SUPEROXIDO Citoplasma y mitocondria. Convierte el Oz- a peréxido de hidrégeno
DISMUTASA. (Dismuta radicales superoxido).

Selenoenzima su actividad depende de la
presencia de glutatién reducido como
GLUTATION donador de hidrégeno.

PEROXIDASA. Citoplasma y mitocondria. Elimina el peroxido de hidrégeno y los

hidroperdxidos organicos.

Descompone a los hidroperoxidos en
CATALASA. Citoplasma y mitocondria. agua méas una molécula de oxigeno
(Elimina perdxido de hidrogeno).

GLUTATION Reduce glutation oxidado a glutatién
REDUCTASA. reducido.

1.2.2. Antioxidantes no enzimaticos.

El sistema de antioxidantes no enzimaticos o exdgenos, estan determinados
por una serie de compuestos llamados depuradores de radicales libres, los cuales
intervienen retrasando la produccion y accién de los radicales libres (L6pez et al.,
2012).

Algunos antioxidantes no enzimaticos en las células son el glutation, el acido
lipoico, la bilirrubina, las ubiquinosas, los bioflavonoides, las vitaminas A, Ey C
(Zamora, 2007). En la Tabla 2 se muestran algunos antioxidantes no enzimaticos,

y su funcién fisiolégica.




Tabla 2. Funcién de los antioxidantes no enzimaticos. Modificado de (Mayor, 2010; Rodriguez, 2013;
Zamora, 2007).

ANTIOXIDANTES NO FUNCION FISIOLOGICA.
ENZIMATICOS.

Principal antioxidante presente en la membrana celular.

Destruye las especies reactivas de oxigeno y otros radicales
VITAMINA E libres, bloqueador de la cadena de lipoperoxidacion en la fase

(A-TOCOFEROL). de propagacion.

Neutraliza el oxigeno singulete.

Captura radicales hidroxilo. Captura anién

superoxido.

Neutraliza peréxidos.

VITAMINA C Efecto eliminador de radicales, reacciona con especies
(ACIDO ASCORBICO). reactivas de oxigeno.
También previene la nitracibn de moléculas y recicla la
vitamina E regenerando la forma oxidada de la vitamina.

Acipo URICO. Su efecto es eliminar el radical hidroxilo.
GLUTATION. Tiene varios efectos en la defensa antioxidante celular.
Acipo Lipoico. Antioxidante eficaz, y es un sustituto eficaz del glutation.
CAROTENOIDES. Antioxidante de lipidos.
BILIRRUBINA. Producto del metabolismo del grupo hem de la hemoglobina y

tiene un efecto antioxidante a nivel extracelular.

UBIQUINONAS. Derivado de quinonas lipidicas solubles, cuyas formas
reducidas tienen efectos eficaces como antioxidantes.




1.3. Vitamina E.

La vitamina E es un compuesto liposoluble dentro del grupo de los tocoferoles,
en sus formas alfa, beta, gamma, y delta tocoferoles y como tocotrienoles. Todos
los compuestos a base de vitamina E se diferencian entre si, por su absorcion y
contenido de dicha vitamina (Apaza, 2014; Molina et al., 2014). Las formas
comerciales de vitamina E a-tocoferol natural y el a-tocoferol sintético, o bien una
mezcla de ambos. Los diferentes complejos de vitamina E tienen distinta
biodisponibilidad, son transportados en el plasma por las lipoproteinas HDL
(lipoproteinas de alta densidad, high density lipoproteins) y LDL (lipoproteinas de
baja densidad, low density lipoproteins) formando complejos con ellas y protegiendo
de esta manera la peroxidacion por parte de los radicales libres (Berg, 2010). De
esta forma el a -tocoferol es la forma mas activa, absorbiéndose en el intestino
delgado, transportado por las lipoproteinas del plasma y hematies para luego ser
depositada en el higado, tejido adiposo y musculo (Apaza, 2014).

La vitamina E es esencial para funciones corporales como: el crecimiento,
respuesta inmune, integridad de los tejidos, reproduccién, prevencion de
enfermedades y la funcién antioxidante (Ebeid et al., 2013). También protege las
membranas celulares contra el dafio oxidativo, manteniendo la integridad de los
fosfolipidos de la membrana celular protegiéndolos de la peroxidacion,
neutralizando los radicales libres y previniendo la oxidacion de los lipidos dentro de
las membranas (Abdel Khalek, 2013; Fraire et al., 2013).

En plasma y eritrocitos, es el principal antioxidante liposoluble que protege los
lipidos contra el dafio oxidativo. El contenido de esta vitamina determina la
susceptibilidad al dafio por agentes oxidantes tales como son los radicales
hidroxilos, alcoxilo, peroxilo, el oxigeno singlete y quizas a varios complejos de
metales unidos al oxigeno en los microsomas, hepatocitos u 6rganos enteros. La
reactividad de la vitamina E con los radicales organicos peroxilos se asocia con las
propiedades redox del anillo cromado y es la responsable de su capacidad
antioxidante (Febles et al., 2002).




1.3.1. Lavitamina E y su papel en el sistemainmune.

Las bajas concentraciones de vitamina E se asocian con la desestabilizacién de
las membranas celulares, disminucion de la hipersensibilidad retardada, produccion
de inmunoglobulinas, disminucion de la inmunidad celular y la produccion de
interleucina-2 (IL-2). La suplementacién con esta vitamina mejora la proliferacion de
los linfocitos y la produccion de IL-2, mejora la actividad citotdxica de las células NK
y aumenta la actividad fagocitica por los macrofagos alveolares causando un
aumento de la resistencia contra agentes infecciosos (Febles et al., 2002; Segurola
et al., 2016), ademas se conoce que con terapias de selenio y vitamina E, existe
efecto sinérgico sobre la produccién de anticuerpos. (Rodriguez, 2013).

1.4.Selenio.

El selenio (Se), es un metaloide, con el nUmero atémico 34, su nombre proviene
del griego selene, que significa luna. Este elemento fue descubierto por el quimico
sueco Jons Jakob Berzelius en 1817 (Villanueva, 2011). Se puede encontrar de
forma inorganica como selenito o selenato, u organica en forma de seleno-
aminoacidos tales como selenocisteina y selenometionina, es un micromineral que
se encuentra distribuido de forma variable en la corteza terrestre, encontrandose
como selenato (Se*®), selenito (Se**), selenio elemental (Se%), y selenuro (Se™?),
también combinado con elementos pesados y en menor proporcién como elemento
libre asociado con azufre e hidrogeno (Molina et al., 2014; Veldzquez, 2015; Vinchira
et al., 2010).

Es un elemento traza el cual es considerado un micronutriente esencial para los
mamiferos (Manzanares, 2007), siendo un elemento necesario para los procesos
de crecimiento y reproduccion de los animales (Ebeid et al., 2012). Se identifico que
el selenio es esencial para la salud animal pues descubrieron que pequefias
cantidades protegen contra la necrosis hepatica en ratones deficientes de vitamina
E (Velazquez, 2015).




El selenio es indispensable para el funcionamiento normal del sistema inmune,
musculos, corazon, higado, rifiones, pancreas, testiculos, plasma, glébulos rojos y
otros organos como la tiroides. La funcion méas importante del selenio es como
antioxidante, actla en el espacio extracelular, en el citoplasma, en asociacién con
las membranas celulares y especificamente en el tubo digestivo colabora en la
absorcion de lipidos y tocoferoles, a través de la lipasa pancreatica. También actua,
por su alta actividad quimica, como un removedor de los metales pesados como
cadmio (Cd), mercurio (Hg), aluminio (Al), Arsénico (As), plata (Ag) y plomo (Pb) del

organismo animal (Molina et al., 2014; Villanueva, 2011).

1.5.Deficiencia de selenio en México.

Existen zonas a nivel en el mundo donde hay una abundancia o bien una
deficiencia de selenio (Villanueva, 2011). En México los estudios sefialan al norte
del pais con cantidades altas de selenio y del altiplano hacia las costas como

seleno-deficientes (Molina et al., 2014).

Sin embargo, en suelos con adecuados niveles de selenio, la presencia de otros
minerales como calcio (Ca), azufre (S), cobre (Cu) y arsénico (As), pueden interferir
su incorporacién por la planta y la presencia en la dieta de estos mismos elementos
o de grasas polinsaturadas y nitratos, reducen su absorcion en el intestino delgado
(Elghany, 2007).

La mayor parte del territorio mexicano es de origen volcanico, por lo que las
concentraciones de este mineral son menores a 0.1 ppm, éste es un problema
endémico desde el altiplano hasta el sur de México, por lo tanto, los alimentos que
se producen en esta region son pobres en selenio, ya que el contenido de selenio
de las plantas varia considerablemente de acuerdo con su concentracion en el suelo
(Carbajal et al., 2013; Ramirez, 2009; Tapiero et al.,, 2003), ocasionando

concentraciones inadecuadas para mantener las funciones fisiolégicas en los




animales. Esta deficiencia puede prevenirse administrando selenio a traveés de
mezclas minerales, soluciones inyectables de selenito de sodio, soluciones via oral,
bolos intrarruminales, en el agua o suplemento mineral a libre acceso (Lopez et al.,
2012).

1.6.Selenio como suplemento alimenticio.

Las concentraciones de selenio en los diferentes alimentos varian de acuerdo
con factores como la localizacion geogréfica, las caracteristicas del suelo, los
cambios climaticos o el contenido de proteina del alimento y el procesamiento de
éste (Vinchira et al., 2010).

La suplementaciéon de los animales puede realizarse incorporando el elemento
en la dieta o utilizando otras vias de administracibn como se menciono
anteriormente. La eleccion de la forma de suplementacién dependera de las
condiciones productivas y la consecuente facilidad para su utilizacion (Elghay,
2007).

La adicion de selenio en las dietas varia de acuerdo con la especie, en pavos es
de 0.10 mg/kg; en ovinos de 0.30-0.45 mg/kg; conejos de 0.05-0.70 y cerdos 0.45
mg/kg. Dicha suplementacion se puede realizar de dos formas: inorganica y

organica (Velazquez, 2015).

El selenito de sodio y selenato de sodio (fuentes inorganicas) han sido utilizadas
en premezclas vitaminicas, mezclas proteicas en animales. La preparacion de estos
compuestos busca obtener fuentes alternativas del mineral (Vinchira et al., 2010).
La forma quimica afecta la absorcién de selenio, el selenito de sodio administrado
por via subcutanea es mas rapidamente absorbido que el selenito de bario (Elghany,
2007).




1.7. Metabolismo del selenio.

El selenio es adquirido principalmente a través de la dieta en formas organicas
(como seleno-L-metionina, seleno-L-cisteina, seleno-L-cisteina, selenocisteina) o
inorganicas (por ejemplo, selenito, selenato) (Rahmanto et al., 2012; Davies, 2012).
Debido a que las seleno moléculas son metabolizadas por vias especificas de la
especie, el beneficio fisiologico del consumo de selenio a un animal depende en

parte de las formas quimicas que se consumen (Finley, 2005).

1.7.1. Absorcion.

La selenometionina es la forma predominante en la mayoria de las dietas
(Rahmanto et al., 2012), cuando es ingerida se absorbe en el intestino delgado a
través del sistema de transporte neutro de aminoacidos dependiente de Na*. Por
otro lado, la selenometionina puede seguir la via de transulfuracion, se convierte en
selenocisteina y luego puede ser entonces escindida por una liasa especifica,
formando seleniuro. En la otra via, se puede usar seleniuro para formar
selenocisteina, que se inserta en selenoproteinas, donde el potencial redox del
selenio permite catalizar multiples reacciones del metabolismo. Los animales son
incapaces de sintetizar selenometionina y sélo se detect6é selenocisteina en ratas

suplementadas con selenio como selenito (Finley, 2005; Tapiero et al., 2003).

En cuanto al selenio inorgénico, solo se incorpora dentro de un aminoacido
en especifico que es la cisteina para posteriormente convertirse en selenocisteina
y poder insertarse de esta forma dentro de las selenoproteinas, mientras que la
selenometionina puede ser incorporada de forma inespecifica en cualquier proteina
(Lopez et al., 2012).

Por ejemplo, cuando es administrado el selenio en forma de selenato, se
absorbe principalmente en el duodeno, entra al organismo, el cual es reducido a
selenofosfato, precursor universal de la selenocisteina; a diferencia de la

selenometionina la cual es una fuente organica de selenio la cual tiene menos




disponibilidad metabdlica para generar selenocisteina, por lo que se une a las
proteinas del plasmay es llevado por la corriente sanguinea al higado y al bazo, en
donde es reducido a selenio, por la glucosa que se encarga de llevarla a todos los

tejidos excepto a los grasos. (Elghany, 2007, Villanueva, 2011).

1.7.2. Distribucién.

Después del proceso de absorcion, el selenio puede incorporarse a
aminoacidos como: cistina, cisteina y metionina, dando lugar a especies organicas
como selenocistina, selenocisteina, selenometionina, metil-selenocisteina y seleno-
metil- selenocisteina; siendo la selenocisteina la forma en que el selenio se
encuentra en las selenoproteinas, las cuales contienen uno o varios atomos de

selenio que reemplaza el azufre (Velazquez, 2015).

El selenio plasmatico es transportado en un 60-70% en la selenoproteina P
(SePP), 30% en el glutation peroxidasa (GSH-Px) y 10% ligado a la albimina y
lipoproteinas de baja y muy baja densidad; el mineral ingresa a los tejidos en forma
de seleno metionina y selenocistina, en el caso de tejidos animales (Vinchira et al.,
2010).

La expresion de las selenoproteinas es regulada homeostaticamente, por
ejemplo, si las concentraciones de selenio en el organismo son bajas en algunos
casos este mineral se acumula, también cuando la selenometionina es consumida
0 sustituye aleatoriamente a la metionina, el selenio se acumulara en grandes
masas de proteinas (por ejemplo, en la albumina en plasma) (Finley, 2005). Se
reconocen dos reservas corporales de selenio presentes en humanos y animales,
estas son: el selenio presente en forma de selenometionina y el que se encuentra
en forma de GSH-Px1 hepatica (Vinchira et al., 2010).
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1.7.3. Excrecion.

Una vez asimilado por en el organismo, el selenio que no es retenido puede ser
metabolizado mediante la via de metilacion, es excretada por medio de la orina,
también se puede eliminar también por medio de la respiracion en forma metilada
(dimetil-selenol) o en las heces la cual esta relacionada con la dosis administrada y
la via de administracion; la segunda es influenciada por la cantidad de selenio
presente en el animal. Los metabolitos excretados en la orina se presentan en forma
monometilada y trimetilada, cuya proporciéon varia de acuerdo con la cantidad de
selenio presente; en bajas cantidades es excretado en forma monometilada,
mientras que con altas concentraciones se elimina de las dos formas,

principalmente la trimetilada. (Finley, 2005; Vinchira et al., 2010; Lopez et al. 2012).

1.8.Selenoproteinas.

El selenio organico e inorgéanico se incorpora como selenocisteina a las
selenoproteinas, este aminoacido estd completamente ionizado a pH fisiolégico y
actia como un catalizador redox muy eficiente (Beckett et al., 2005), éste también
es el componente estructural central de un numero especifico de enzimas,
haciéndolo un elemento traza esencial para animales y humanos (Velazquez, 2015),
en cuanto al selenio organico en forma de selenometionina, se incorpora en
proteinas generales por el mismo codén que la metionina, de modo que su
biodisponibilidad es mayor (Ebeid et al., 2012). Estas acciones biolégicas estan
mediadas en la mayoria de los casos mediante la expresién de al menos 30
selenoproteinas codificadas a través de 25 genes de selenoproteina (Beckett et al.,
2005).

Aproximadamente, la mitad de las selenoproteinas caracterizadas se han
asociado a tener funciones antioxidantes. Por lo tanto, el aumento de los riesgos de
enfermedades con la deficiencia de selenio puede atribuirse al aumento del estrés

oxidativo y alteraciones en la sefalizacion redox (Tapiero et al., 2003). De las 30
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selenoproteinas que se han caracterizado e identificado bioinforméaticamente, seis
son GPXs, tres son la iodotironina desiodinasas y tres son tiorredoxina reductasa.
La selenoproteina P es cuantitativamente la selenoproteina principal en el plasmay
tiene papeles tanto antioxidantes como de transporte (Beckett et al., 2005). En la
Tabla 3 se observan las principales selenoproteinas y una descripcion de sus

funciones.

Tabla 3. Principales selenoproteinas y su funcién. Modificado de (Stoytcheva et al., 2009; Kasaikina et
al. 2012; Grundner et al., 2001; Rodriguez, 2013).

SELENOPROTEINAS. FUNCIONES.

GSH-PX1 (ciTosoLicA). GSH-PX2
(GASTROINTESTINAL). GSH-PX3 (PLASMATICA).
GSH-PX4 (HIDROPEROXIDASA FOSFOLIPIDO). | Eliminan hidroperoxidos.
GSH-PX6 (OLFATO). GSH-PX5. GSH-PX7.

SELENOPROTEINAS DE LA CAPSULA Protege el desarrollo de las células espermaticas
MITOCONDRIAL DEL ESPERMA. de dafio oxidativo.

IODOTIRONINA-DESIODINASA. TIPO | (PLASMA,

MEMBRANA), TIPO Il (RETICULO Produccion y regulacién de la conversion de T3 a
ENDOPLASMICO), TIPO Il (PLASMA, partir de T4.
MEMBRANA).
TIOREDOXINA-REDUCTASA Control redox de grupos tioles.

1(cIToSOL),2(MITOCONDRIA),3.

SELENOFOSFATO-SINTETASA SPS2. Sintesis del selenofosfato. Precursor de la
selenocisteina.

SELENOPROTEINA P. Proteina de transporte y protege las células
endoteliales frente al ataque de peroxinitritos.

SELENOPROTEINA S. Produccion de citoquinas.
SELENOPROTEINA K. Modula Ca?* en la afluencia de la funcién inmune
celular.
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1.8.1. El grupo glutation peroxidasa (GSH-Px).

Una de las funciones mas ampliamente reconocidas del selenio es que actua
como cofactor de la enzima GSH-Px, de esta proteina se pueden encontrar las
isoenzimas GSHPx1, GSH-Px2, GSH-Px3, GSH-Px4, que se localizan en
eritrocitos, tracto gastrointestinal, de forma extracelular e intracelular,

respectivamente (Mdiller et al., 2002; Vinchira et al., 2010).

El papel fisiolégico principal de GSH-Px es mantener niveles adecuadamente
bajos de peréxidos dentro de la célula, disminuyendo asi el posible dafio de los
radicales libres. Proporciona una segunda linea de defensa contra los
hidroperoxidos que pueden dafiar las membranas y otras estructuras celulares. La
GSH-Px actla sinérgicamente con tocoferol en la regulacién de la peroxidacion de
lipidos. En conjunto con la catalasa (CAT), degrada el peréxido de hidrogeno a
agua, a través de la glutation reductasa (GRX) y flavina adenina deshidrogenasa
(FAD) en la pentosa fosfato (Tapiero et al., 2003). Los alcances de las funciones
bioldgicas de las GPxs también comprenden la desintoxicacién de hidroperéxidos,
la inhibicién de la apoptosis y procesos inflamatorios, la modulacion de las cascadas
de sefializacién, la deteccion de peroxido de hidrogeno (H202) para la activacion de
factores de transcripcién y el uso de ROOH (Hidroperoxido) para la sintesis de

proteinas estructurales (Velazquez, 2015).

La actividad biolégica del selenio se logra mediante el mantenimiento de la

actividad de las diferentes glutation peroxidasas:

e GPxl = glutation peroxidasa celular, es una enzima citosélica expresada en
todos los tipos de células y se cree que es una de las principales proteinas
antioxidantes en los mamiferos. Es la selenoproteina mas abundante en

mamiferos y su actividad esta regulada en el higado por el estado de Se.
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e GPx2 = glutation peroxidasa gastrointestinal, es el homélogo méas cercano
de GSH-Px1, pero se encuentra predominantemente en el tracto
gastrointestinal.

e La GSH-Px3 es la segunda selenoproteina mas abundante en el plasma
después de selenoproteina P (Se-P).

e GPx4 = también se llama hidroperoxido fosfolipido glutation peroxidasa, ya
que reduce los hidroperéxidos de &cidos grasos especificamente
esterificados a fosfolipidos. Se ha localizado tanto en el citosol como en las
mitocondrias (Muller et al., 2002; Tapiero et al., 2003).

Cuando estos peréxidos no son destruidos por medio de la GSH-Px se producen
alteraciones en las membranas celulares, principalmente el rompimiento de
membrana que compromete la integridad funcional de proteinas, carbohidratos,
lipidos y acidos nucleicos, con lo cual hacen que las rutas metabdlicas (glucolisis,
ciclo de Krebs y cadena de transporte de electrones) se perturben facilmente y
ocurran gran cantidad de disturbios bioguimicos cuya consecuencia final serd la
incapacidad del animal para mantener la funcién reproductiva, entre otros procesos
(Molina et al., 2014).

Existe una relacién sinérgica entre el selenio y la vitamina E para proteger contra
el dafio celular por especies de oxigeno reactivo. Los estudios informaron que la
suplementacion combinada de vitamina E y selenio aumentaron significativamente
la actividad de GSH-Px. Por otra parte, han demostrado que la administracion de
ambos puede resultar en el aumento sinérgico de la respuesta inmune y la

resistencia a enfermedades (Ebeid et al., 2013).
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1.9. El selenio y su papel en el sistema inmune.

Las relaciones conocidas entre el selenio y la funcién inmune incluyen la
efectividad de las células fagocitarias; esta relacion es importante para mantener
los mecanismos involucrados en la citotoxicidad y la produccion de anticuerpos
(Elghany, 2007).

La disminucion de la eficacia del sistema inmune asociada con el
envejecimiento, se ha demostrado que las células acumulan dafio oxidativo
provocando un envejecimiento o deterioro por lo que el dafio tanto mitocondrial
como nuclear ocurre (Tapiero et al., 2003), por ejemplo, en algunos experimentos
han demostrado que animales deficientes de selenio presentan una deplecion de la
cantidad de linfocitos B, mas que una simple reduccion de anticuerpos producidos

por aquellas células (Rodriguez, 2013).

En animales, la deficiencia de selenio afecta la capacidad de los neutrdfilos
fagociticos y macréfagos para destruir los antigenos. Presumiblemente la baja
actividad de la glutation peroxidasa (GSH-Px). localizada en los lisosomas de los
macréfagos, reduce la vida media de estos y un déficit nutricional de selenio resulta
en la declinacion de la actividad de la GSHPx, afectando los fenomenos de
presentacion antigénica y las respuestas humorales, con menor concentracion de
inmunoglobulinas (Manzanares, 2007; Rodriguez, 2013; Tapiero et al., 2003), por lo
que, provoca una disminucién en los niveles de produccién de las inmunoglobulinas
IgM e IgG, dificulta la quimiotaxis de los neutréfilos, la produccién de anticuerpos
por parte de los linfocitos y la funcion de las células T, factores que determinan
mayor prevalencia y severidad de las enfermedades usualmente presentes en las
poblaciones animales (Segurola et al., 2016). Los niveles de selenio en plasma han
sido positivamente correlacionados con los recuentos de células CD4+ y CD8+

favoreciendo la respuesta inmunolégica (Tapiero et al., 2003).
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2. JUSTIFICACION.

La suplementacion con vitamina E y selenio juega un papel importante en la
respuesta inmune en diferentes especies animales, sin embargo, la informacion de
esté, a nivel mundial es escasa. México es un pais con deficiencias de selenio, por
lo que han surgido algunos estudios sobre el beneficio que tiene el suplementar
estos antioxidantes en la respuesta inmunoldgica; por esta razon, ha surgido la
necesidad de adaptar un modelo biolégico para estudiar este efecto. En este caso
se ha optado por el conejo (Oryctolagus cuniculus), para observar el efecto de la
suplementacion de selenio sobre la respuesta humoral, permitiendo una mejor

evaluacion de la respuesta a antigenos de Mannheimia haemolytica.

3. OBJETIVOS.

3.1. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar mediante una técnica inmunoenzimatica la respuesta a diferentes antigenos
de Mannheimia haemolytica en conejos vacunados, con y sin la suplementacion de

vitamina E y selenio.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Evaluar la respuesta a los antigenos de Mannheimia haemolytica obtenidos
por sonicacion a través de una técnica inmunoenzimatica.

2. Obtener antigenos somaticos de Mannheimia haemolytica por medio de
sonicacion.

3. Medir los niveles de selenio en plasma para evaluar la suplementacion con

selenito de sodio.

4. HIPOTESIS.

Al ser el selenio un elemento que la estimula la respuesta inmune en diferentes
especies de animales, si se suplementa a conejos con selenio y vitamina E, estos
tendran una mayor respuesta a antigenos de Mannheimia haemolytica, en

comparacion a los que no fueron suplementados.
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5. MATERIAL Y METODOS.
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5.1. Localizacion del lugar de experimentacion.

Los animales fueron obtenidos en el mddulo cunicultura de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan Campo 4, de la Universidad Nacional Autbnoma de México,
los cuales se trasladaron al Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en
Microbiologia Animal (CENID) que se localiza en el km 15.5 de la carretera Federal

México Toluca, Col. Palo Alto, Ciudad de México.

5.2. Caracteristicas y mantenimiento del modelo bioldgico.

Se adquirieron 21 conejos, 7 hembras y 14 machos, raza Chinchilla, con un peso
promedio de 1.2 Kg, a los cuales se les identificd con un niumero en las orejas. Los
conejos fueron alojados en jaulas de acero inoxidable mantenidos con alimento
comercial (pellets de alfalfa) y agua ad libitum, donde permanecieron durante dos

semanas en un periodo de adaptacion.

5.3. Distribucién de los grupos experimentales.

Al terminar el periodo de adaptacion los 21 conejos fueron pesados, sexados y
se distribuyeron aleatoriamente en tres grupos, asignandole a cada grupo un

tratamiento:

e Grupo A: Compuesto por 7 conejos a los cuales se les administr6 una
solucién inyectable de vitamina E y selenito de sodio y una bacterina-toxoide
para prevenir las neumonias en rumiantes, el cual fue el antigeno de
evaluacion.

e Grupo B: Compuesto por 7 conejos a los cuales solo se les administré una
bacterina toxoide para prevenir neumonias en rumiantes.

e Grupo C: Compuesto por 7 conejos a los cuales se les administro, solucion

salina fisiologica y fue considerado un grupo control.
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5.4. Descripcion de los tratamientos inoculados.

Bacterina- toxoide: El biolégico contiene una suspension bacteriana de 1 x 108
Unidades Formadores de Colonias por mililitro (UFC/ml) a base de Pasteurella
multocida tipo A, Mannheimia haemolytica serotipo Al y A2, enriquecida con

Leucotoxoide de M. haemolytica.

Selenio y vitamina E: Solucién inyectable que contiene 10.95 mg de selenito de

sodio y 60 mg de vitamina E por cada mL.

5.5. Tratamientos aplicados a los grupos experimentales y toma de

muestras.

Para la aplicacion de los tratamientos se establecié un cronograma de actividades

gue se puede ver en la Tabla 4:

Tabla 4. Cronograma semanal de actividades.

ACTIVIDADES SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA
1 2 3 4 5 6
PERIODO DE GRUPOS
ADAPTACION ABC
(2 SEMANAS).
APLICACION DE GRUPO GRUPO
VIT. E'Y SELENIO. A A
ADMINISTRACION
DE BACTERINA- GRUPOS GRUPOS
TOXOIDE AB AB
(VACUNA).
APLICACION DE GRUPO GRUPO
SOLUCION C C
SALINA
FISIOLOGICA.
MUESTREO. GRUPOS | GRUPOS | GRUPOS | GRUPOS | GRUPOS
ABC ABC ABC ABC ABC
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Al terminar el periodo de adaptacion, los conejos del Grupo A, fueron pesados

individualmente con una béascula electronica con capacidad de 70 Kg, y se calculé

el peso metabdlico de cada conejo utilizando la siguiente férmula:

Donde:

PM = (PV)°75

PM = Peso metabdlico.

PV = Peso vivo del animal.

Al tener el peso metabdlico se calculd los mililitros del farmaco (selenito de sodio)

que se le aplicaron a cada conejo, utilizando una dosis de 0.25 mg/Kg usada en

borregos (Ramirez, 2009) y se aplico la siguiente férmula:

Donde:

A_Pch
)

A = Mililitros que se van a administrar del farmaco.

PM = Peso metabdlico del animal.

C = Dosis: 0.25 mg/Kag.

D = Concentracién de selenio en el producto comercial (mg/ml).

Lo que se aplicé a cada conejo del Grupo A se puede ver en la Tabla 5.

Tabla 5. Identificacion, peso y dosis de selenio del Grupo A.

NUMERO DE PESO | PESO METABOLICO. DOSIS DE DOSIS DE SELENIO
ANIMAL. (Kg). SELENIO (mg). (mL).
16 1.8 1.55 0.38 0.07
10 2 1.15 0.42 0.08
4 1.6 1.4 0.35 0.07
13 1 1.1 0.25 0.05
14 1.8 1.55 0.38 0.07
19 1.6 1.4 0.35 0.07
20 1.8 1.55 0.38 0.07
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Para la aplicacion de la solucion inyectable de selenio (selenito de sodio) y vitamina
E se utilizé una aguja insulinica con un calibre de 29 G x 13 mm, por via subcutanea

en el dorso del animal (Figura 1).

FIGURA 1. Parala aplicacion del farmaco se realiz0 la asepsia de la zona (A) y se administré el selenio
y la vitamina E por via subcutanea (B).

Una semana después de la administracion del selenio y la vitamina E, al Grupo Ay
B se le aplic6 2.0 mL de bacterina toxoide con una aguja insulinica con un calibre
de 29 G x 13 mm, via subcutanea en el dorso. Mientras que al Grupo C se le

administraron 2.0 mL de solucién salina fisiol6gica via subcutanea en el dorso.

También se inici6 la toma de muestras de sangre de todos los grupos
experimentales via intracardiaca, para ello se para ello se posiciono al animal
colocandolo en decubito dorsal sobre una superficie plana, se palpé el térax para
localizar el cartilago xifoides, y se realiz6 la asepsia de la zona para introducir en un
angulo de 45° una aguja de calibre de 21Gx 1.5” (8.0x 38 mm) utilizando el sistema
Vacutainer® se tom6 1.0 mL de sangre en un tubo sin anticoagulante, después se
cambio el tubo y se colocé uno que contenia heparina como anticoagulante y se

tomé 1.0 mL de sangre.

Los tubos con las muestras fueron centrifugados a 4500 xg durante 5 min para
obtener el suero y el plasma los cuales se colocaron en microtubos con capacidad
de 1.5 mL, cada muestra se identificé con la fecha de la toma, nimero de conejo,

tipo de anticoagulante y se guardaron a -20 °C. Siete dias después se hizo la
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segunda aplicacion de selenio y vitamina E, por lo que se peso6 al Grupo A y se
obtuvo la dosis como se mencioné anteriormente, en la Tabla 6 se puede ver la
cantidad administrada a cada animal. Después de la administracion del farmaco se
hizo la segunda toma de muestras de sangre via intracardiaca a todos los grupos

experimentales.

Tabla 6. Identificacion, tercer pesaje y dosis de selenio del Grupo A.

NUMERO DE PESO | PESO METABOLICO. DOSIS DE DOSIS DE SELENIO
ANIMAL. (Kg). SELENIO (mg). (mL).
16 1.9 1.8 0.45 0.05
10 1.8 15 0.38 0.07
4 2 1.6 0.4 0.08
13 1.1 1.0 0.25 0.05
14 1.9 1.8 0.45 0.09
19 1.9 1.8 0.45 0.05
20 1.8 1.55 0.38 0.07

Una semana después de la administracion del selenio y vitamina E, fueron
revacunados con 2.0 mL del bioldgico (1 x 10 ® UFC/m), via subcutanea al Grupo
Ay B, mientras que al Grupo C se le aplicaron 2.0 mL de solucién salina fisiol6gica
en el dorso y se tomaron muestras de sangre de todos los grupos experimentales
por tercera vez. Posteriormente se hicieron otras dos tomas de muestra con un
intervalo de una semana entre cada una de ellas, estas se realizaron con el

procedimiento anteriormente mencionado.

5.6. Obtencién de antigenos para las pruebas de ELISA.

5.6.1. Sonicado de Mannheimia haemolytica serotipo A2.

Para obtener el antigeno se siguid el método de (Solanet et al., 2011) y se realizaron
algunas modificaciones, para ello se sembré la bacteria M. haemolytica serotipo A2
en agar sangre usando medio estéril utilizando el mechero bunsen, se dejo incubar
en una estufa bacteriologica a 37 °C durante 24 horas, pasado este tiempo se
cosechd la bacteria y se suspendio en un tubo cénico para centrifuga que contenia

20 mL de solucién salina fisiolégica, se mezclé agitando vigorosamente, y se
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centrifugdb a 7750 xg (gravedades) durante 5 min. Se colocaron 10 mL de
sobrenadante en cada tubo estéril conico para centrifuga con capacidad de 20 mL
y este tubo se colocé en un bafio de hielo. Para la lisis de la bacteria se sometio el
tubo con la suspensién a ultrasonido programando para 30 seg de trabajo por 30
seg de descanso en el ULTRASONIC PROCESSOR repitiendo este ciclo por 10

veces y el ultimo con duracion de un minuto consecutivo y sin descanso (Figura 2).

FIGURA 2. Para obtener el antigeno se hizo una suspension de la bacteria en solucion salina (A), y se
coloco el tubo conico para centrifuga en bafio de hielo (B), el cual para la lisis de la bacteria se coloco
el tubo falcon en el ULTRASONIC PROCESSOR (C).

Una vez terminado este proceso la suspension del lisado de la bacteria se coloco
1.0 mL en un microtubo, el cual se centrifugd a 750 xg durante 10 min y se colect6
el sobrenadante, éste se volvié a centrifugar a 10250 xg, separando el sobrenadante
del sedimento, se colocaron en microtubos con capacidad de 1.0 mL, el sedimento

se reconstituy6 agregando 1.0 mL de solucion salina (Figura 3).

FIGURA 3. El lisado de la bacteria se coloca microtubos para después centrifugar (A) y luego separar
el sedimento del lisado de la bacteria y reconstituirlo con solucién salida (B).

23



5.6.2. Obtencion de la leucotoxina de Mannheimia haemolytica.

La produccion de la leucotoxina es durante la fase de crecimiento logaritmico de M.
haemolytica por lo que se obtiene de cepas de serotipo ALl y A2, se determino si el

antigeno obtenido tenia efecto citotoxico sobre leucocitos de ovino.

5.6.2.1. Suspension de leucocitos de ovino.

Se afadieron 12 mL de sangre de ovino en 20 mL de agua destilada en un tubo
conico para centrifuga, se agité durante 30 seg, después se mezclé con 20 mL de
PBS 2x, hasta observar que se vir6 a un color vino. A esta mezcla se centrifugo a
3750 xg durante 5 min a temperatura ambiente (Figura 4).

(F(I:()BURA 4. Al mezclar sangre de ovino con agua destilada (A) y al agregar PBS 2x (B) se torna color vino
Al sacar el tubo se observaron dos capas una de color roja y en el fondo de este,
una capa blanca, se decanté el sobrenadante dejando la capa blanca y se
adicionaron 10 mL de PBS 1x. Se volvié a centrifugar a 3750 xg durante cinco
minutos, se decanto el sobrenadante y el sedimento se reconstituye con 10 mL de
RPMI-1640 (Figura 5). Obteniendo asi una suspension de leucocitos de ovino
(Mishell et al., 1980).
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FIGURA 5. Al centrifugar se observa una capa roja y una blanca en el fondo del tubo (A) y se decant6 el
sobrenadante (B) para reconstituir el sedimento con RPMI (C).

5.6.2.2. Ensayo visual simple para la detecciéon de la leucotoxina

de Mannheimia haemolytica.

En una microplaca de 96 pozos de fondo plano, se colocaron 200 uL de leucotoxina
en cada pozo de la columna uno a la doce (A), y en los pozos de las filas B a la H
(B) se puso en cada uno 100 yL de RPMI-1640, se realizaron diluciones dobles en
la placa (Figura 6). Después se afiadiéo 100 pL de la suspensién de leucocitos de

ovino en los 96 pozos (Figura 7).

FIGURA 6. En una microplaca de fondo plano se coloca en los pozos de la columna A leucotoxinay en
los pozos de la fila B se pone RPMI para re alizar las diluciones.
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Se dejo incubar a una estufa bacterioldgica a 37 °C durante una hora en movimiento
a 800 xg. Al terminar la incubacion se centrifug6 a 2500 xg a temperatura ambiente
durante cinco minutos a temperatura ambiente y se decant6 vigorosamente (Figura
7).

FIGURA 7. Seobservalasuspensién de células, lacual fue colocada en todos los pozos de la microplaca
(A) para después colocar estéa en la centrifuga (B).

Se agregaron 50 yL de formol al 10% a todos los pozos y se incubo6 a temperatura
ambiente durante 20 min. Y se adiciono a todos los pozos 50 L de cristal violeta
al 1% y se decanta, se lava con agua corriente para realizar la lectura (Figura 8). Al
obtener un fondo claro indica la ausencia de leucocitos por la accién de la

leucotoxina que provoca una lisis en estas células (Shewen et al., 1983).

FIGURA 8. A lamicroplaca se le agrega formol al 10% (A), y después de encubar se afiade cristal violeta
a cada pozo (B), luego se decanta y se lava la placa (C).
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5.7. Meétodos analiticos.

5.7.1. Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA indirecta).

Para esta técnica se utilizo como antigeno M. haemolytica serotipo A2 y también
para la leucotoxina de M. haemolytica siendo repetida esta prueba para cada uno
de los antigenos (Diaz, 2017). Utilizando una microplaca de fondo plano de 96
pozos para ELISA, se colocé en cada pozo 50 yL de una dilucién de 1:20 del
antigeno (Figura 9), el cual se incubd durante 24 horas a 4 °C. Después se lavd
cuatro veces con 300 yL de PBS1x-Tween 20, se bloqued colocando 50 pL de leche
descremada al 3% en cada pozo y se dejé incubar una hora a una temperatura de
37° C.

FIGURA 9. En laimagen se observa cdmo se coloco el antigeno en cada pozo.

Luego con 300 pL de PBS1x-Tween 20 se hicieron cuatro lavados, se coloc6 un
control positivo, un control negativo hechos en INIFAP en los primeros dos pozos,
en el resto de los pozos se anadié 50 uL del suero problema (anticuerpo primario)
en una dilucion 1:20, se incub6 durante una hora a 37°C y se hicieron cuatro lavados
con 400 pL de PBS1x-Tween 20.

Se colocé 50 pL del conjugado o anticuerpo secundario (Rabbit anti-sheep 1gG) a
una dilucion de 1:1000 en cada pozo y se incub6 durante una hora a 37 °C y se

hicieron cuatro lavados con 300 pL de PBS1x-Tween 20.
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Por ultimo, se colocaron 50 yL de sustrato (revelador ABTS) en cada pozo, se dejo
reposar durante cinco minutos envuelta en papel aluminio y se hizo la lectura en el
espectrofotometro (BIOTEK FLx800T Microplate Reader) (Figura 10) con una
longitud de onda de 450 nm (Diaz, 2017).

FIGURA 10. La microplaca se incuba a temperatura ambiente (A) y después se realiza la lectura en el
espectrofotometro (B).

5.7.2. Cuantificacion de selenio.

Para la cuantificacion de selenio las muestras se mantuvieron a una temperatura de
- 20 °C, y se descongelaron para ser procesadas, estas se sometieron al método de

digestion acida de (Gleason, 2004).

5.7.3. Digestion acida.

Se pesaron 0.5 mg de muestra utilizando una balanza analitica con capacidad de
250 g y se colocaron en un vaso de teflén (Figura 11). A este se le adicionan 5.0
mL de agua mili Q, 2.5 mL de acido nitrico (HNO3s) concentrado y 1.0 mL de H20: al

30%, se dejo reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Pasado este tiempo se coloco en cada vaso un tapon de teflébn y se cerraron los
vasos con su respectiva tapa. Se coloc6 cada chaqueta en un vaso y se

acomodaron en el carrusel (Figura 11).
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FIGURA 11. Se observan los vasos de tefldn con los reactivos (A) los cuales se cerraron y se colocaron
en el carrusel (B).

Las muestras se someten a digestion acida colocando el carrusel en el horno de
microondas MARS-digestion CEM, se selecciona el método de acuerdo con la
muestra, al finalizar se saca el carrusel, para dejarlo enfriar. Los vasos se sacan del
carrusel, se retiran las chaquetas y las muestras se vacian en un matraz aforado
con capacidad de 25 mL, y se lleva a volumen con &cido clorhidrico 7 M (Figura
12).

FIGURA 12. Se coloca el carrusel dentro del horno de microondas MARS-digestion CEM (A), una vez
terminado el proceso, las muestras se colocan en un matraz y se afora con acido clorhidrico 7 M (B).
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5.7.4. Espectrofotometria de absorcion atobmica con generador de
hidruros.

Para la lectura de las muestras se utilizo el espectrofotometro de absorcion atomica

con generador de hidruros Varian ® (Figura 13), primero se lee la curva de

referencia de 5-25 mg Sel/l (Se 42 estandar, High-Purity, 1000 + 3 pg/ml in 2% de

acido nitrico. 99.99 de pureza, Scientific Company Selenium Powder) y después las

muestras (Diaz, 2017).

FIGURA 13. Se procesaron en el espectrofotometro de absorcion atomica con generador de hidruros
Varian ® (A) para la lectura de las muestras (B).
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6. RESULTADOS.

6.1. Cuantificacion de selenio en plasma en los grupos experimentales.

Se realiz6 la evaluacion de la cuantificacion de selenio en plasma en los grupos
experimentales, para ello se hizo un andlisis de varianza para determinar si hubo

significancia estadistica, en el cual se consider6 un valor de P<0.05 (Tabla 7).

Tabla 7. Analisis de varianza de la cuantificacion de selenio en plasma de los grupos experimentales y
el grupo control.

SUMA DE GRADOS DE PROMEDIO DE
FUENTE CUADRADOS LIBERTAD. | LOS CUADRADOS VALOR F VALOR P
ENTRE
GRUPOS. 0.007 2 0.004 4.990 0.026
DENTRO DE
LOS GRUPOS. 0.009 12 0.001
TOTAL. 0.016 14

Enla Tabla 7 se aprecia del analisis de varianza de los niveles de selenio en plasma,
donde el valor P es 0.026, por lo que por lo que hay una relacion estadisticamente
significativa (P<0.05) entre las concentraciones de selenio en plasma entre grupos

experimentales.

Para poder apreciar las diferencias de esta variable entre los grupos experimentales
se elabor6 una gréfica con las medias de la concentracion de selenio (ug/g) en

plasma, donde se ordenaron los datos por grupo (Figura 14).
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FIGURA 14. Medias de la cuantificacion de selenio en plasma de los grupos experimentales y del grupo
control. Se observan las medias de la cuantificacion de selenio de los grupos experimentales. El Grupo A
presenta una concentracion promedio de 0.095 ug/g, el cual es diferente (p<0.05) a los Grupos B con un valor
de 0.049 pg/g y C con una concentracion promedio de 0.048 pg/g sin diferencia estadistica entre ellos (p>0.05).

Para identificar entre cuales grupos hay una diferencia se utilizé la prueba
estadistica de Tukey; para ello se calculé el HSD (Honestly significant difference)
obteniendo un valor de 0.045, el cual si el valor de HSD es menor al compararlo con
el valor obtenido de restar las medias de los grupos significa que hay una diferencia
entre esos grupos. En este trabajo se obtuvo para el Grupo A menos el Grupo B un
valor de 0.046, para el Grupo A menos el Grupo C un valor de 0.047 y el Grupo B
menos el Grupo C un valor de 0.001. Por lo que hay una diferencia estadisticamente
significativa entre el Grupo A con respecto al Grupo B y el Grupo C. Por lo que al
suplementar selenito de sodio a conejos su concentracion de selenio en plasma

aumenta en comparacion con los que no fueron suplementados.
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FIGURA 15. Cuantificacién de selenio semanal en plasma de los grupos experimentales y del grupo
control.

En la Figura 15, se observa la cuantificaciébn de selenio en plasma de conejos
suplementados y no suplementados con selenio. En donde se aprecia que se tiene
una concentracion de selenio en plasma promedio mayor para el Grupo A (0.110
ug/g, 0.074 ug/g y 0.131 pg/ g) durante la semana 1, 3y 4 en comparacion (p<0.05)
con el Grupo B (0.049 ug/g, 0.011 pg/gy 0.062 pg/g) y el Grupo C (0.055 ug/g, 0.004
Mg/g y 0.029 ug/g). Mientras que para la semana 2 y 5 no se observa este
comportamiento donde el Grupo A (0.089 pg/g y 0.070 ug/g) no tiene diferencias
estadisticas (p>0.05) en comparacién con el Grupo B (0.049 pg/g y 0.062 pg/g) y el
Grupo C (0.068 ug/g y 0.083 pg/g) en las concentraciones de selenio en plasma. Lo
cual significa que al suplementar con selenito de sodio a los conejos por via

subcutanea la concentracion de selenio en plasma aumenta.
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6.2. Evaluacién de la respuesta antigénica a Mannheimia haemolytica

serotipo A2 en suero de los grupos experimentales.

Se realizé la evaluacion de las absorbancias para los antigenos de M. haemolytica

serotipo A2 obtenidas a través de la técnica de ELISA indirecta de los sueros de los

grupos experimentales y el grupo control, de los datos obtenidos se hizo un andlisis

de varianza para determinar si hubo significancia estadistica entre grupos, en el cual

se considero un valor de P<0.05 (Tabla 8).

Tabla 8. Andlisis de varianza de las absorbancias para el antigeno Mannheimia haemolytica serotipo A2
de los sueros de los grupos experimentales y del grupo control.

SUMA DE GRADOS DE PROMEDIO DE
FUENTE CUADRADOS LIBERTAD. LOS CUADRADOS VALOR F VALOR P
ENTRE
GRUPOS. 0.369 2 0.185 7.096 0.009
DENTRO DE
LOS GRUPOS. 0.312 12 0.026
TOTAL. 0.682 14

En la Tabla 8, se observa el andlisis de varianza para el serotipo A2 de M.

haemolytica donde el valor P es de 0.009, por lo que hay una relacién

estadisticamente significativa (P<0.05) entre la respuesta antigénica a M.

haemolytica serotipo A2 entre los grupos de estudio.

Para poder apreciar las diferencias de esta variable se elabor6 una gréfica con las

medias y errores estandar de las absorbancias, ordenadas por grupo de estudio

(Figura 16).
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FIGURA 16. Medias de absorbancias totales de los grupos experimentales y el grupo control al antigeno
Mannheimia haemolytica serotipo A2 en suero. Se observan las medias y los errores estdndar de las
absorbancias para el antigeno de M. haemolytica serotipo A2 en suero de los grupos experimentales. El Grupo
A presentd una absorbancia promedio de 1.086 nm, el cual muestra una diferencia (p<0.05) con los Grupos B

con un valor de 0.775 nm y C con un valor de 0.736 nm, los cuales promedian una absorbancia menor que el
Grupo A.

Para identificar entre cuales grupos hay una diferencia se utilizé la prueba
estadistica de Tukey; para ello se calculé el HSD (Honestly significant difference)
obteniendo un valor de 0.272, el cual si el valor de HSD es menor al compararlo con
el valor obtenido de restar las medias de los grupos significa que hay una diferencia
entre esos grupos. En este trabajo se obtuvo para el Grupo A menos el Grupo B un
valor de 0.311, para el Grupo A menos el Grupo C un valor de 0.351 y el Grupo B
menos el Grupo C un valor de 0.040. Por lo que hay una diferencia estadisticamente
significativa entre el Grupo A con respecto al Grupo B y el Grupo C. Por lo que la
suplementacién a los conejos del Grupo A provoca una mayor concentracion de
selenio en plasma y estos tienen una mejor respuesta al antigeno de M. haemolytica

serotipo A2, que los grupos que no fueron suplementados.
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FIGURA 17. Absorbancias promedio semanal para el antigeno Mannheimia haemolytica serotipo A2 de
los sueros de los grupos experimentales y del grupo control.

En la Figura 17, se observan las absorbancias obtenidas a la respuesta antigénica
de M. haemolytica serotipo A2 de los sueros de conejos suplementados y no
suplementados con selenio. Durante las semanas 1, 2, 3 y 4, hay una diferencia
(p<0.05), para el Grupo A (0.835 nm, 1.014 nm, 1.380 y 1.226 nm) teniendo durante
esas semanas absorbancias promedio mas altas, en comparacion con el Grupo B
(0.611 nm, 0.647 nm, 0.698 nm y 0.839) y el Grupo C (0.591 nm, 0.774 nm, 0.926
nm y 0.871 nm). En cuanto a la semana 2 y 5 no se observa este comportamiento
en las absorbancias para el Grupo A en comparacién con el Grupo By el Grupo C
(p>0.05). Por lo que los conejos suplementados del Grupo A tienen una mejor

respuesta al antigeno de M. haemolytica serotipo A2 en suero.

6.3. Evaluacion de la respuesta antigénica a la Leucotoxina de

Mannheimia haemolytica en suero de los grupos experimentales.

Se realiz6 la evaluacion de las absorbancias para la leucotoxina de M. haemolytica
obtenidas a través de la técnica de ELISA indirecta de los sueros de los grupos
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experimentales, para ello se hizo un andlisis de varianza para determinar si hubo

significancia estadistica, en el cual se considerd un valor de P<0.05, como se ve en

la Tabla 9.

Tabla 9. Andlisis de varianza de las absorbancias paralaleucotoxina de Mannheimia haemolytica de los

sueros de los grupos experimentales y el grupo control.

SUMA DE GRADOS DE PROMEDIO DE
FUENTE CUADRADOS LIBERTAD. LOS CUADRADOS VALOR F VALOR P
ENTRE
GRUPOS. 0.827 2 0.414 4.026 0.046
DENTRO DE
LOS GRUPOS. 1.233 12 0.103
TOTAL. 2.060 14

En la Tabla 9 se aprecia el analisis de varianza para el antigeno de leucotoxina de

M. haemolityca donde el valor P es de 0.046, por lo que hay una relacién (P<0.05)

a la respuesta antigénica a la leucotoxina de M. haemolytica entre los grupos de

estudio. Para poder apreciar las diferencias de esta variable entre los grupos

experimentales se elaboré una gréafica con las medias y errores estandar de las

absorbancias, las cuales se ordenaron los datos por grupo (Figura 18).
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FIGURA 18. Medias de absorbancias de los grupos experimentales y del grupo control de laleucotoxina
de Mannheimia haemolytica serotipo A2 en suero. Se observan las medias y los errores estandar de las
absorbancias para la leucotoxina de M. haemolytica en suero de los grupos experimentales. El Grupo A con un
promedio de 0.972 nm y B con un promedio de 0.877 nm sin tener diferencia entre estos grupos (p>0.05), sin

embargo, el Grupo C present6 una absorbancia de 0.407 nm, siendo estadisticamente menor que los Grupos
Ay B (p<0.05).

Para identificar entre cuales grupos hay una diferencia se utilizé la prueba
estadistica de Tukey; para ello se calculé el HSD (Honestly significant difference)
obteniendo un valor de 0.540, el cual si el valor de HSD es menor al compararlo con
el valor obtenido de restar las medias de los grupos significa que hay una diferencia
entre esos grupos. En este trabajo se obtuvo para el Grupo A menos el Grupo B un
valor de 0.190, para el Grupo A menos el Grupo C un valor de 0.565 y el Grupo B
menos el Grupo C un valor de 0.375. Por lo que hay una diferencia estadisticamente
significativa entre el Grupo A con respecto al Grupo C. Por lo que los conejos
suplementados del Grupo A no tuvieron una mejor respuesta al antigeno de la
leucotoxina de M. haemolytica, en comparacion con los grupos que no fueron

suplementados.
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FIGURA 19. Promedio semanal de las absorbancias para la respuesta antigénica de la leucotoxina de
M. haemolytica de los sueros de los grupos experimentales y del grupo control.

En la Figura 19 se observan las absorbancias obtenidas para la respuesta
antigénica de la leucotoxina de M. haemolytica de sueros de conejos suplementados
y no suplementados con selenio. No se observaron diferencias estadisticas
significativas en el promedio de las absorbancias (p>0.05) para el Grupo A (0.446
nm, 0.560 nm, 1.357 nm, 1.227 nm y 1.272 nm) durante toda la experimentacion
en comparacion con el Grupo B (0.268 nm, 0.580nm, 1.078 nm, 0.982 nm y 1.004
nm), a partir de la semana 3 se observan diferencias del Grupo A y el Grupo B con
respecto al Grupo C (0.413 nm, 0.435 nm, 0.389 nm, 0.393 nm y 0.405 nm) el cual
presenta promedios de absorbancia menores en comparacién al Grupo Ay B en
las dltimas semanas del estudio (p<0.05). Por lo cual la suplementacion a los
conejos no aumento la respuesta al antigeno de la leucotoxina de M. haemolytica

en comparacién con los que no fueron suplementados.
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7. DISCUSION.

En la mayor parte del territorio mexicano hay deficiencia de selenio en los suelos,
por lo que ha sido necesario suministrar este mineral en la dieta, el cual, junto con
la vitamina E tiene diversos efectos benéficos en el organismo, por ejemplo, mejorar
la respuesta inmune. En el presente trabajo se utiliz6 al conejo como modelo
bioldgico para observar el efecto de la suplementacion con selenio y vitamina E por
via subcutanea, y de esta forma evaluar los niveles de selenio en plasma, ademas

la respuesta a los antigenos inoculados.

No existe una recomendacion clara sobre la cantidad apropiada de selenio
suplementario para administrar a los conejos (Zhang et al., 2011). Aunque hay poca
informacion disponible, se piensa que el requisito de selenio de conejos es bajo,
segun el NRC se recomienda una cantidad de selenio adicional de 0.05 mg/ kg de
alimento, debido a sus efectos potenciales sobre otras funciones fisiolégicas, como
un componente de complejos de enzimas, principalmente selenoproteinas
(Castellini et al., 2002; Papadomichelakis et al., 2017).

Se ha reportado que los niveles adecuados de selenio en plasma de conejo son de
0.074 a 1.000 ppm (Puls, 1988). En este estudio los conejos suplementados del
Grupo A tuvieron un promedio de 0.095 pg/g de selenio en plasma para todo el
estudio (Figura 14) , Muller en 2002 suplementé selenio en conejos Nueva Zelanda
hembras, utilizando una dosis de 0.40 mg/kg en la dieta durante 10 semanas, los
cuales presentaban niveles basales de 104 ug/L (0.104 ppm), después de la
suplementacion los animales de 1109.5 a 206.8 pg/L equivalentes a 1.110 a 0.207
ppm, la suplementacion de selenio por via subcutdnea aumenta los niveles en
plasma después de una semana, manteniéndose los niveles por 3 semanas como

se observo en este trabajo.

El nivel de selenio en plasma para los grupos no suplementados B y C fue en
promedio de 0.048 pg/g para todo el experimento (Figura 14), a pesar de que no se

han reportado valores en conejos con deficiencia de selenio, en comparacion con
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otras especies donde se ha identificado que los rumiantes son mas susceptibles a
la deficiencia de este mineral, en especial en ovinos y caprinos. Se ha visto que la
digestibilidad y absorcion de este mineral es muy baja en rumiantes en comparacion
con los monogastricos, cuando el selenio es administrado en forma de selenato, se
absorbe principalmente en el duodeno, entra al organismo y se reduce a selenito,
uniéndose a las proteinas del plasma; asi es llevado por la corriente sanguinea al
higado y al bazo, en donde es reducido a selenio elemental, por la glucosa, que lo
lleva a todos los tejidos excepto a los grasos (Villanueva, 2011). Esta mayor
susceptibilidad de los rumiantes se atribuye al ambiente reticulo- ruminal, que
genera formas no solubles en particular seleniuros (Harrison et al., 1984), por lo que
eso explicaria la menor absorcion de selenio en rumiantes que, en monogastricos,
29-35% en rumiantes y del 77 al 85% en monogastricos, cuando es administrado
como selenito por via oral (Sarabia, 2004; Carbajal et al., 2013). Sin embargo, hay
estudios en conejos donde se ha medido selenio en plasma a los cuales se les ha
dado una dieta baja en este mineral, donde se tiene un rango promedio de 26.6 a
55.11 pg/L equivalentes a 0.027 a 0.055 ppm (Muller et al., 2002), los cuales,
aunque no son considerados como una deficiencia de selenio, pero podrian ser

criticos para el funcionamiento celular normal.

En cuanto a los muestreos semanales encontramos que el Grupo A que fue
suplementado con selenio y vitamina E, durante las semanas 1, 3 y 4 tiene una
concentracion de selenio en plasma mayor (p<0.05) comparado con el Grupo By el
Grupo C los cuales no fueron suplementados, sin embargo, durante la semana 2 y
5 tienen un decremento en la concentracion de selenio en plasma para los grupos
experimentales y el control (Figura 15). Esto también se pudo apreciar en un estudio
con porcinos suplementados con selenio, donde se vio que las concentraciones de
plasma aumentaron significativamente desde el inicio del estudio hasta el dia 46
antes del desafio con lipopolisacaridos (LPS), donde los niveles de selenio en
plasma fueron disminuyendo después del desafio con LPS, pero no alcanzaron
niveles considerados deficientes en selenio, otros autores han mostrado un estado

decreciente de selenio durante las infecciones en humanos, roedores y cerdos, lo
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que podria deberse a un cambio en el patron de sintesis de selenoproteinas (Falka,
2018).

Se sabe que, a través de la incorporacion de selenio a las selenoproteinas, este
mineral participa en la regulacion del estrés oxidativo y otros procesos celulares
cruciales en casi todos los tejidos y tipos de células, incluidos aquellos involucrados
en respuestas inmunes innatas y adaptativas. La sintesis de selenoproteinas esta
regulada por la disponibilidad de selenio, y cuando esta es limitada, se suministra
para la sintesis de ciertas selenoproteinas a expensas de otras (Howard et al., 2013;
Seyedali et al., 2014; Dalgaarda et al., 2018).

Al evaluar la eficacia para la respuesta antigénica a M. haemolytica serotipo A2 en
suero se encontr6 que el Grupo A el cual fue suplementado presenté una
absorbancia promedio de 1.086 nm para todo el estudio, la cual es mayor la
absorbancia promedio del Grupo B y el Grupo C, los cuales promedian un valor de
0.755 nm en todo el estudio (p<0.05) (Figura 16), como se han visto en otros
estudios, por ejemplo en terneros bufalos Murrah concluyé que la suplementacion
de selenio fue util para reducir el estrés oxidativo y mejorar la respuesta inmune
humoral contra los antigenos de Pasteurella multocida. Estudios previos en
animales bovinos también han demostrado que las funciones antioxidantes de
GSHPx son la razén principal de que el selenio mejora las respuestas inmunes
innatas. También se ha informado en ovejas una mayor respuesta inmune mediada
por anticuerpos contra antigenos de P. multocida debido a la suplementacion de 0.3

ppm de selenio en la dieta (Kumar et al., 2009, Mudgala, 2018).

A pesar de que los estudios en conejos son limitados se ha reportado que en
conejos raza California alimentados con selenio y vitamina E, y desafiados contra
glébulos rojos de las ovejas (SRBC) los titulos de anticuerpos fueron mas altos en
comparacion con su grupo control, estos resultados sugieren que la vitamina E y el
selenio pueden tener efectos sinérgicos en las respuestas inmunes (Ebeid et al.,
2013).
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En condiciones fisioldgicas como estrés o infeccion, la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) participa en la activacion y sefalizacion de diversos
sistemas enddgenos (Vladimirov et al., 2009). Se ha visto que algunas células
fagociticas dependen de la produccién de ROS en sus actividades bactericidas
durante la inflamacion, y los sistemas antioxidantes son cruciales para prevenir el
dafio de las células huésped (McKenzie et al., 1998). Por lo tanto, la produccién de
ROS tendria efectos positivos en la lucha contra los patégenos invasores, pero si la
oxidacion no se controla debido al exceso de electrones de las mitocondrias, los
productos reactivos de oxigeno pueden inducir dafios en el epitelio del huésped.

La funcién mejor conocida de la vitamina E es su actividad antioxidante, esto es
importante, pues las células del sistema inmune, que proliferan rapidamente tras
una estimulacién, son particularmente susceptibles a lesiones causadas por
radicales libres, peroxidos y superéxidos, puede alterar significativamente la
fagocitosis de macréfagos y varias de sus etapas constitutivas, como lo son la
adhesidn, la migracién, la ingestion y la produccion del anion superédxido. También
se ha demostrado que pueden afectar la actividad monocitica, produccién de
inmunoglobulinas, produccion de citoquinas y mediadores de la inflamacion tales
como prostaglandina E2 (PGE2) (Erickson et al., 2000). Estos compuestos juegan
un importante como reguladores de los procesos biolégicos, incluyendo la respuesta
inmune. Por lo tanto, el papel central de la vitamina E en la mejora de la respuesta
inmune y de los procesos de fagocitosis, es la prevencion de la peroxidacion de los

lipidos de las membranas celulares (Fisher, 2008).

El selenio es un componente principal de la enzima glutation peroxidasa, la cual
estd implicada en la eliminacion del peréxido de hidrogeno y de las reacciones de

tipo REDOX (reduccién-oxidacion) en las células (Campos, 2015).

Los GPX participan en la sefalizacion del peroxido de hidrogeno (H202), la
desintoxicacion de hidroperdxidos y el mantenimiento de la homeostasis REDOX
celular, (Lubos et al., 2011). La GPX1 es la selenoproteina mas abundante en

mamiferos, y es una enzima presente en el citosol y en las mitocondrias que cataliza
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la reduccién de H202 dependiente de GSH (glutation) en agua (Labunskyy et al.,
2014). La expresion de esta enzima es mas sensible a los cambios en el estado del
selenio y en las condiciones de estrés oxidativo. Al parecer la sintesis de proteinas
se reduce en condiciones de estrés para reservar recursos Yy la GPX1 se recupera
mas rdpidamente en comparacion con otras selenoproteinas (Papp et al., 2007).

En lo que respecta a la evaluacién a la respuesta antigénica para la leucotoxina de
M. haemolytica, al comparar las absorbancias obtenidas en todo el estudio para el
Grupo A el cual fue suplementado y el Grupo B que no fue suplementado, no se
encontré diferencias estadisticas significativas (p>0.05), pero ambos grupos
tuvieron diferencias con respecto al Grupo C (p>0.05), el cual no tuvo una respuesta
al antigeno tal como se esperaba en el estudio. Sin embargo, las absorbancias
muestran en las primeras dos semanas un crecimiento exponencial para este
antigeno hasta llegar a mantenerse a partir de la semana 3 hasta la ultima de la
semana del experimento sin haber un descenso en la respuesta a la leucotoxina de

M. haemolytica (Figura 19).

Es importante mencionar que la informacion sobre el efecto del selenio y la vitamina
E y su efecto en la respuesta antigénica en esta especie es reducida, sin embargo,
en otras especies se ha visto resultados ambiguos. Por un lado, se informa que la
suplementacion dietética con selenio ha tenido un efecto beneficioso y positivo en
pollos en la induccion de anticuerpos especificos por las vacunas contra el virus de
la enfermedad infecciosa bursal (Arshad et al., 2005; Shekaro et al.,, 2012). En
contraste, cuando se estudio la influencia de selenio en la inmunidad de los pollos
de engorde mediante la suplementacion en el alimento de selenio organico en varias
concentraciones (0, 100, 200, 300 o 400 ug / kg de dieta), no se encontrdé ningun
efecto en la produccidn de anticuerpos especificos para vacuna contra el virus de la
enfermedad de Newcastle (Rao et al., 2013, Dalgaarda et al., 2018). Por otro lado,
en un estudio en porcinos que fueron alimentados con dietas suplementadas con
selenito de sodio (0-1.5 mg / kg). Las concentraciones de selenio en sangre total

aumentaron linealmente a medida que aumentaba el selenio en la dieta, pero no se
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observo ningun efecto en las respuestas de anticuerpos en términos de titulos de
IgG a lisozima y ribonucleasa (Blodgett et al., 1986, Dalgaarda et al., 2018). En este
estudio los conejos suplementados no tuvieron una mayor respuesta a la
leucotoxina de M. haemolytica en comparacién a los conejos que no se les

suministro el selenito de sodio.

En cuanto al antigeno de la leucotoxina se sabe que induce efectos bioldgicos en
los leucocitos bovinos de una manera especie-especifica, por lo cual el conejo no
es huésped de este antigeno, sin embargo, podria tener efectos similares en el
sistema inmune de estos como en bovinos en donde la leucotoxina pone al sistema
del huésped a trabajar en beneficio de la bacteria y deja a los tejidos de dicho
portador desvalido en contra de la infeccidon. La induccion de la secrecion y la
liberacién de péptidos quimiotacticos vasoactivos por los macréfagos, aumenta el
namero de leucocitos disponibles en el lugar de la inflamacion, en donde se
producen depdésitos fibrinosos este proceso culmina en una neumonia
fibrinopurulenta aguda. Cualquier oportunidad de respuesta inmune secundaria es
interrumpida por la actividad de la leucotoxina, que previene la blastogénesis de los

linfocitos (Jaramillo et al., 2009).

Por otro lado, hay un estudio en caprinos donde se evalué la respuesta inmune
contra M. haemolitica para evaluar 1gG, y como en este estudio se administré de
una bacterina-toxoide, la cual contiene P. multocida tipo A, M. haemolytica serotipo
Al y A2 y leucotoxoide de M. haemolytica. En donde no se observaron diferencias
significativas en las absorbancias de 1gG en los grupos de estudio los primeros 28
dias del experimento, sin embargo, los grupos con selenio muestran una
concentracion significativamente mayor de IgG a partir del dia 28 después de la
administracion de la bacterina-toxoide y hasta el final del experimento (Diaz, 2017).
Sin embargo, en este estudio no se evaluaron a todos los antigenos que contenia
la bacterina toxoide, solo centrandose en M. haemolytica, y no se hicieron pruebas
para ver efecto en la respuesta antigénica para la leucotoxina. En cuanto este

estudio se utilizo para la evaluacién antigénica un pool de la bacteria la cual contenia
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varios antigenos de M. haemolytica serotipo A2, pero no se determiné a cudl de
estos se monto la respuesta sin embargo en estudios en México (Jaramillo en el
2000), lograron la purificacion de una adhesina que fue capaz de aglutinar
especificamente eritrocitos de conejo, concluyendo que las adhesinas de M.
haemolytica juegan un importante papel en la infeccién. Lo cual puede sugerir que
se haya encontrado una respuesta antigénica mas marcada a M. haemolytica

serotipo A2 que los hallados para la leucotoxina en este estudio.

Al ser el conejo un animal de bajo costo, es facil de cuidar y mantener, ademas de
tener una buena calidad y cantidad de anticuerpos (Fuentes et al., 2010) es un buen
modelo experimental, sin embargo, se necesita mas investigacion sobre el selenio
y vitamina E en relacidn con la respuesta antigénica y las respuestas inmunes
humorales, para comprender el efecto del selenio sobre éstas, ya que se ha visto
efectos de la suplementacion no afectarian necesariamente los niveles de I1gG e IgM
de una manera idéntica. También se pueden esperar diferentes efectos en las
respuestas de anticuerpos dirigidas contra antigenos dependientes de T frente a
antigenos independientes de T (Dalgaarda et al., 2018). Ademas de profundizar en
las diferentes formas que hay para la suplementacion de este mineral ya sea
parenteral o en la dieta y establecer la cantidad adecuada para suplementar en esta
especie.
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8. CONCLUSION.

Al lograr administrar por via subcutanea selenito de sodio y vitamina E como
suplemento a conejos, se determinaron las concentraciones en plasma,
encontrando que los animales suplementados tuvieron una mayor concentracion de

selenio en plasma.

Mediante la técnica de sonicacién, fue posible obtener antigenos somaticos de
Mannheimia haemolytica serotipo A2, los cuales fueron utilizarlos en una técnica

inmunoenzimatica ligada a enzimas para evaluar la respuesta a este antigeno.

Los resultados de este estudio podrian sugerir que la suplementacion con estos
antioxidantes tienen efectos positivos sobre la respuesta a estos antigenos como
también se ha visto en pequefios rumiantes; al utilizar el conejo como modelo
bioldgico para evaluar la respuesta antigénica, se encontré para M. haemolytica
serotipo A2 se obtuvo valores de absorbancia mayores para el Grupo A gue fue
suplementado teniendo una mejor respuesta a estos antigenos, no siendo asi para

los grupos que no fueron suplementados.

En cuanto la leucotoxina de M. haemolytica, al evaluar las absorbancias obtenidas
no se encontraron efectos positivos a la respuesta a este antigeno de los conejos
del Grupo A que fueron suplementados en comparacién con los deméas Grupos que

no fueron suplementados.
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