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RESUMEN

El selenio es constituyente de la enzima antioxidante glutatión
peroxidasa (GSH-Px; E.C.1.11.1.9). La deficiencia de selenio en
bovinos disminuye la actividad sanguínea de GSH-Px, predispo-
niendo a las membranas celulares a sufrir un daño oxidativo. La
susceptibilidad de los eritrocitos bovinos al estrés oxidativo puede
estimarse mediante la prueba de fragilidad osmótica eritrocitaria
(FOE). Con el propósito de evaluar la FOE en bovinos a pastoreo
sobre praderas con bajo contenido en selenio, en diferentes pe-
riodos del año, se emplearon dos grupos de 16 vaquillas, que
pastoreaban praderas con un contenido de selenio inferior a
0,04 ppm. En el mes de marzo, un grupo (Se+) fue suplementa-
do con selenio (Deposel®) y el otro grupo (Se-) se mantuvo sin
suplementación. Muestras de sangre fueron obtenidas de cada
vaquilla previo a la suplementación y luego mensualmente en 10
ocasiones. La FOE se determinó utilizando la técnica descrita por
Schalm. La actividad de GSH-Px se midió usando un reactivo co-
mercial (Ransel®). La suplementación con selenio incrementó la
actividad de GSH-Px a valores considerados adecuados
(> 130 U/g Hb). En el grupo Se-, la actividad de GSH-Px fluctuó
entre 60-100 U/g Hb. La FOE no registró diferencias entre grupos
a la concentración de NaCl 0,55%; sin embargo, ambos grupos
mostraron una disminución de la FOE, es decir un aumento en la
resistencia de las membranas, desde septiembre, coincidente
con el periodo de primavera en el hemisferio sur. Al parecer la
pradera en este periodo favorece el aporte de nutrientes antioxi-
dantes relevantes en la protección de las membranas.

Palabras clave: Fragilidad osmótica eritrocitaria, estrés oxida-
tivo, selenio, bovinos.

ABSTRACT

Selenium is a part of antioxidant enzyme glutathione peroxi-
dase (GSH-Px; E.C.1.11.1.9). In cattle, the selenium deficiency
has been associated with decreased activity of glutathione per-
oxidase leading to an increase in oxidative damage of cells.
The oxidative stress in erythrocytes from cows can be esti-
mated by erythrocyte osmotic fragility test (EOF). To assess
EOF as biomarker of oxidative stress in cattle grazing on pas-
tures with low selenium content during different seasons of the
year, two groups of sixteen heifers each were used. They were
grazed on pastures with 0.04 ppm selenium content. In March
one group (Se+) was supplemented with selenium (Deposel®)
and another (Se-) was maintained unsupplemented. Blood
samples were obtained from each heifer prior to supplementa-
tion and then one time each month for ten months. The EOF
was determined using a technique described by Schalm. The
GSH-Px activity was measured using a commercial kit (Ran-
sel®). The GSH-Px activity was increased by selenium supple-
mentation to adequate levels (> 130 U/g Hb). The GSH-Px ac-
tivity in Se- group was 60-100 U/g Hb. No differences between
groups were detected in the EOF values, at 0.55% NaCl con-
centration; however, both groups showed decreased EOF val-
ues after September, coincident with the spring season in the
southern hemisphere. Seemingly in this period, the more rapidly
growing pasture grass increased in levels of some others fac-
tors that lead to increased protection against oxidative damage
to erythrocytes.

Key words: Erythrocyte osmotic fragility, oxidative stress, se-
lenium, cattle.

227

Recibido: 28 / 03 / 2005.  Aceptado: 22 / 02 / 2006.



INTRODUCCIÓN

La membrana celular constituye una interfase entre el
compartimento intra y extracelular que permite el libre recam-
bio de moléculas de agua, estableciéndose un gradiente os-
mótico. Cuando la célula enfrenta un ambiente hipotónico se
genera un movimiento neto de agua libre hacia su interior. Se-
gún el grado de hipotonicidad y la capacidad de la membrana
para mantener su integridad, la célula se hincha y estalla per-
mitiendo, en el caso de los eritrocitos, la salida de hemoglobi-
na. Esta propiedad es utilizada en la prueba de la fragilidad os-
mótica eritrocitaria (FOE), que consiste en exponer alícuotas
de eritrocitos a concentraciones decrecientes de NaCl, usual-
mente entre 0,85% y 0%, y luego cuantificar el grado de hemó-
lisis en cada una de ellas [19]. Por lo tanto, la FOE permite
evaluar la resistencia y estabilidad de la membrana del eritroci-
to frente a un estrés osmótico.

El estrés oxidativo ha sido definido como un desequilibrio
en favor de la producción de prooxidantes (radicales libres) so-
bre la capacidad antioxidante celular que puede ocasionar tras-
tornos de distinta magnitud en la fisiología celular [25]. La pero-
xidación de proteínas y lípidos, causada por la excesiva exposi-
ción a prooxidantes, conduce a cambios degenerativos en la
hemoglobina y modifica, además, la arquitectura de la membra-
na celular. Desde el punto de vista funcional, el daño oxidativo
de la membrana altera la fluidez, permeabilidad y función meta-
bólica, resultando en un incremento en la fragilidad de la mem-
brana del eritrocito [6, 15]. La FOE ha sido empleada en dife-
rentes especies tales como bovinos, conejos, cerdos, ovinos
para estudiar y evaluar el estrés oxidativo [1, 2, 14, 20].

Los eritrocitos de mamíferos son particularmente sus-
ceptibles a sufrir daño oxidativo debido a que sus lípidos de
membrana son lábiles a la oxidación [8]. Observaciones reali-
zadas en eritrocitos de bovino indican una situación diferente,
ya que exhiben una menor susceptibilidad a la acción de radi-
cales libres [2]. Este hecho ha sido atribuido, entre otros facto-
res, a la especial composición y organización de la membrana
de eritrocitos de bovino, que se caracteriza por contener pe-
queñas cantidades de fosfatidilcolina, un fosfolípido altamente
peroxidable [7].

Dado a que muchos de los agentes protectores son enzi-
mas que incorporan determinados principios nutritivos o minera-
les en la estructura de sus moléculas, es posible establecer un
vínculo entre el estatus nutricional del individuo y la susceptibili-
dad a sufrir estrés oxidativo [5]. Al respecto, diversos estudios
han corroborado que una ingesta inadecuada de nutrientes depri-
me la actividad de algunas enzimas antioxidantes, favoreciendo
la presentación del estrés oxidativo [9, 22]. La enzima glutatión
peroxidasa (GSH-Px; E.C. 1.11.1.9) es una de las metaloproteí-
nas que interviene en la protección del eritrocito contra la exposi-
ción a oxidantes. En presencia de glutatión reducido, GSH-Px ca-
taliza la descomposición del peróxido de hidrógeno e hidroperóxi-
dos orgánicos libres. Al igual que otras selenioenzimas, la estruc-

tura de su sitio activo contiene selenio bajo la forma de resi-
duos de selenocisteína [25]. En bovinos y otras especies, se
ha determinado que la actividad de GSH-Px se encuentra fuer-
temente correlacionada con la concentración sanguínea de se-
lenio, ello ha permitido emplearla como un indicador del balan-
ce metabólico de este mineral [3, 24]. En consecuencia, una
ración con bajo contenido de selenio provoca una disminución
de la actividad de GSH-Px, lo que puede afectar la capacidad
de respuesta celular frente a la acción de agentes oxidantes y
desencadenar la presentación del estrés oxidativo.

Aunque existe controversia en cuanto a los requerimien-
tos de selenio en bovinos lecheros, la National Research
Council [16] ha precisado que el contenido de selenio en la
dieta debería ser 0,3 ppm base materia seca.

Este trabajo pretende evaluar, en diferentes periodos del
año, el comportamiento de la FOE, como indicador del daño
oxidativo, en animales a pastoreo sobre praderas con bajo
contenido de selenio comparado con animales suplementados
con selenio.

MATERIALES Y MÉTODOS

El presente ensayo se realizó en un predio lechero, libre
de brucelosis, leucosis y tuberculosis, ubicado en la provincia
de Valdivia, Chile. De este rebaño, se seleccionaron 32 vaqui-
llas vírgenes, clínicamente sanas, de 18 a 24 meses de edad y
con un peso de 390 ± 20 kg. A inicios del período de otoño
(marzo), dos meses previo al periodo de inseminación, fueron
distribuidas al azar en dos grupos de 16 animales cada uno: un
grupo suplementado (Se+) y un grupo no suplementado (Se-).
Cada animal del grupo Se+ fue inyectado con selenato de bario
(Deposel®, Young´s Animal Health, Nueva Zelandia, Ltda) vía
s.c. en dosis única de 1 mg de selenio/kg (1 mL/50 kg) de peso
vivo. Previo y posterior a la suplementación con selenio, ambos
grupos fueron mantenidos a pastoreo en forma conjunta, sobre
praderas naturales constituidas principalmente por pasto miel
(Holcus lanatus), ballica (Lolium spp.) y trébol (Trifolium spp.)
con un bajo contenido de selenio (hasta 0,04 ppm).

De cada animal se extrajo una muestra de 5 mL de san-
gre con heparina y otra de 10 mL sin aditivo, mediante veno-
punción coccígea en 11 ocasiones. La primera muestra se ob-
tuvo en el mes de marzo, previo a la suplementación con sele-
nio, y posteriormente se colectaron en forma mensual, hasta el
mes de enero. En las muestras de sangre heparinizada se mi-
dió la concentración de hemoglobina (Hb). Se tomó una alí-
cuota para la determinación de la FOE y luego se preparó un
hemolizado para la medición de la actividad de GSH-Px. De
las muestras sin aditivo se obtuvo suero, mediante centrifuga-
ción, para la medición de las concentraciones de zinc y cobre.

La concentración de Hb, expresada en g/dL, se determi-
nó mediante el método de la cianometahemoglobina [13]. La
actividad de GSH-Px, expresada en U/g de Hb, se analizó se-
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gún una técnica cinética compuesta NADPH-dependiente a
340 nm y 37°C en un autonoanalizador Cobas Mira Plus de
Roche, Suiza, usando un reactivo comercial (Ransel®, Randox
Laboratories, Crumlin, Reino Unido) de acuerdo a lo señalado
por Ceballos y col. [4]. La FOE fue medida utilizando la técnica
descrita por Schalm [19] en un espectrofotómetro Hitachi 4020
a 540 nm. Para ello, se determinó el porcentaje de hemólisis
producido al colocar 20 L de sangre en 5 mL de NaCl 0,55%,
considerando como 100% la hemólisis producida en el tubo
con NaCl 0%. Las determinaciones de zinc y cobre se realiza-
ron en un espectrofotómetro de absorción atómica Perkin-El-
mer 2380, EUA, según las especificaciones del fabricante.

Los resultados se analizaron mediante el uso de estadís-
tica descriptiva (media aritmética y desviación estándar). La
distribución de los datos fue evaluada mediante la prueba de
Skolmogorov-Smirnov [26]. La comparación dentro de grupos
se efectuó empleando la prueba de ANDEVA de muestras re-
petidas [26] y la prueba de comparaciones múltiples de Tukey
[26]. La prueba “t” de Student se utilizó para evaluar diferen-
cias de las medias entre grupos [26]. El nivel de significación
empleado fue de P < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los valores iniciales promedio de la actividad sanguínea
de GSH-Px, indicador empleado para monitorear el estatus de
selenio biológicamente activo, en el grupo Se+ y Se- fueron
160 ± 22 U/g de Hb y 163 ± 27 U/g de Hb, respectivamente,
sin presentar diferencias significativas. La efectividad de la su-
plementación con selenio fue evidente con el aumento sosteni-
do en la actividad sanguínea de GSH-Px (P < 0,05), con res-
pecto al valor inicial. Este efecto se mantuvo durante el perio-
do de estudio, alcanzando el máximo a los 150 días post su-
plementación (FIG. 1). En contraste, los animales del grupo

Se- presentaron una disminución en la actividad de GSH-Px
hasta valores considerados marginales (101-130 U/g de Hb)
[3] desde el mes de abril. Los valores más bajos observados
hacia los meses finales del período de primavera estarían rela-
cionados con el consumo de pastos primaverales, caracteriza-
dos por contener una baja concentración de selenio [10] y con
el avanzado estado de gestación que condiciona mayores re-
querimientos de nutrientes y minerales [16].

El porcentaje promedio mensual de hemólisis, a la con-
centración de 0,55% de NaCl, no presentó diferencias
(P < 0,05) entre los grupos Se+ y Se- durante los periodos de
otoño, invierno y primavera. Esto lleva a sostener que los por-
centajes de hemólisis no fueron modificados por la suplemen-
tación con selenio. Sin embargo, es interesante precisar que
los porcentajes promedio de hemólisis variaron desde un esta-
do de mayor fragilidad hacia una condición de mayor resisten-
cia a la lisis osmótica desde el mes de septiembre (P < 0,05),
correspondiente al inicio de la primavera, hasta el final del pe-
riodo experimental, correspondiente al inicio del verano
(FIG. 2). Considerando que este incremento en la resistencia
osmótica comienza a producirse en primavera, periodo en que
la disponibilidad y la calidad del forraje va en aumento y que a
su vez, condiciona una disminución en el contenido de selenio
[10], puede establecerse que el forraje producido por la prade-
ra favoreció el suministro de principios nutritivos que son rele-
vantes en la mantención de la estabilidad de la membrana ce-
lular. Uno de estos principios lo constituye la vitamina E, cuya
acción antioxidante influencia fuertemente la estabilidad de la
membrana del eritrocito [21]. Vitamina E es un nombre genéri-
co para una serie de compuestos liposolubles denominados
tocoferoles y tocotrienoles de los cuales el �-tocoferol es el de
mayor actividad biológica. La vitamina E se localiza entre las
moléculas de fosfolípidos de las membranas deteniendo la
propagación de la peroxidación de lípidos mediante la captura
e inactivación de los radicales peroxilo [18]. Al respecto, Gut-
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FIGURA 1. PROMEDIO (± D.E.) DE LA ACTIVIDAD SANGUÍNEA DE GSH-Px (U/g Hb) EN VAQUILLAS A PASTOREO
SUPLEMENTADAS CON SELENIO (Se+) (�) Y NO SUPLEMENTADAS (Se-) / MEAN (± D.E.) OF GSH-Px ACTIVITY (U/g Hb) ON

GRAZING HEIFERS, SUPPLEMENTED (Se+) (�) OR NOT SUPLEMENTED (Se-) WITH SELENIUM.



zwiller [11], se ha planteado que el balance metabólico de la
vitamina E es más relevante que GSH-Px en la protección y
estabilidad de la membrana celular. La fuente natural de esta
vitamina es el forraje verde y su contenido en la pradera es al-
tamente variable dependiendo de factores como la especie fo-
rrajera y su estado fenológico. La concentración de vitamina E
disminuye rápidamente a medida que la planta madura y tam-
bién se afecta por las técnicas de conservación de forraje [16].
No obstante, el predominio de la fase progesterónica de las
vaquillas en este experimento podría ser otro factor que esta-
ría contribuyendo a disminuir la fragilidad de los eritrocitos al
desafío osmótico. En este sentido, estudios realizados por
Sarkar y Mondal [17] en yaks (Poephagus grunniens) han per-
mitido sostener que la presencia de algunas hormonas este-
roides, particularmente la progesterona, presente en elevadas
concentraciones en estos animales gestantes, contribuye a
mantener la estabilidad de la membrana de los eritrocitos.

El zinc y el cobre son minerales ligados a la red antioxi-
dante a través de su participación en la estructura de algunas
enzimas [25]. La concentración sérica promedio de zinc fluctuó
dentro del rango de referencia dado para la especie en ambos
grupos [23], sin presentar diferencias significativas. Similar
comportamiento se registró en la concentración sérica prome-
dio de cobre. Sin embargo, la tendencia en ambos grupos a
presentar valores muy próximos al límite inferior a los valores
de referencia a los 180 y 210 días post suplementación, podría
estar relacionado con el estado de madurez de la pradera. Al
parecer, la concentración de proteínas solubles en la pradera
induciría la formación de sulfuros de cobre desde aminoácidos
como metionina, cistina y cisteína que son insolubles a nivel
ruminal [12]. Pero considerando que ambos grupos tenían
concentraciones sanguíneas similares de cobre y zinc, éstos

no serían factores que permitan explicar la mayor resistencia
de los eritrocitos en el periodo de primavera.

CONCLUSIONES

La suplementación con 1mg de selenio/kg usando sele-
nato de bario fue eficaz para mantener la actividad de GSH-Px
en valores adecuados durante el periodo de estudio.

La suplementación con selenio no estableció diferencias
en la protección de la membrana de los eritrocito evaluado a
través de la prueba de FOE.

La estabilidad de la membrana de los eritrocitos está
asociada al aporte de otros nutrientes antioxidantes relevantes
en la protección de las membranas, diferentes de selenio, pre-
sentes en el forraje verde de primavera.
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