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Resumen

Flores, C.; Marquez, Y.; Vilanova, L.; Matheus, N.; Lopez Ortega, A.: La administracion
de selenio disminuye la lipoperoxidacion en semen de toros Brahman. Rev. vet. 25: 2, 95-99,
2014. La lipoperoxidacion es uno de los efectos del estrés oxidativo, el cual cursa con alteracio-
nes de motilidad y viabilidad espermatica debido a cambios bioquimicos y estructurales de la
membrana plasmatica. El trastorno conduce a la infertilidad, por lo cual es menester estudiar
las alternativas terapéuticas para mejorar las condiciones reproductivas de los toros. En este
estudio se determino la accion antioxidante del selenio y sus efectos sobre la calidad seminal.
Se emplearon toros Brahman sanos, de 15-18 meses de edad, divididos en dos grupos mante-
nidos a pastoreo. El grupo experimental recibi6 una dosis intramuscular de 0,22 mg/20 kg PV/
dia durante 5 dias. Las muestras fueron tomadas con electroeyaculador a los dias cero, 15 y 30
post-tratamiento. Se evalud la calidad seminal (espermatozoides moviles, porcentaje de mo-
tilidad progresiva, morfologia, vitalidad y presencia de acrosomas) e indicadores de la peroxi-
dacion lipidica: dienos conjugados (DC, extraidos con isopropanol) y malondialdehido (MDA,
por TBARS). Los datos fueron interpretados a través del analisis de la variancia (p<0,05). La
calidad del semen no revelo diferencias significativas entre grupos. Los animales tratados no
mostraron diferencias significativas en los DC a los 15 y 30 dias con respecto al grupo control.
Por su parte, el MDA present6 diferencias significativas a los 30 dias de tratamiento, cuando el
grupo experimental mostré valores mas bajos (1,09 +0,1 nmoles/mg de proteinas) con respecto
al grupo control (1,58 +0,2 nmoles/mg de proteinas). Se concluye que el selenio resulta eficaz
para reducir la lipoperoxidacion seminal y preservar la calidad del semen.
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Abstract

Flores, C.; Marquez, Y.; Vilanova, L.; Matheus, N.; Lopez-Ortega, A. Administration
of selenium decreases lipid peroxidation in semen of Brahman bulls. Rev. vet. 25: 2, 95-99,
2014. Lipid peroxidation, one of the effects of oxidative stress, is associated with impaired
sperm motility and viability because of biochemical and structural alterations of the plasma
membrane which causes infertility. Of interest is the study of therapeutic alternatives for en-
hancing the reproductive condition of the bulls. In this study the antioxidant action of sele-
nium and its effect on semen quality was determined. Healthy grazing Brahman bulls with
15-18 months of age, divided into two groups, were used for the trial. The experimental group
received an intramuscular dose of 0.22 mg/20 kg liveweight /day, during 5 days. The sample
was taken with electroejaculator at day zero, 15 and 30 post-treatment. Diene conjugates (DC,
extracted with isopropanol) and malondialdehyde (MDA TBARS) were measured. Semen
quality (motile sperm, percentage of progressive motility, morphology, sperm vitality and
presence of acrosomes) and indicators of lipid peroxidation were evaluated. Data were ana-
lyzed by ANOVA (p=<0.05). In the study of semen, quality groups did not differ significantly.
Compared to the control group, selenium-treated animals showed no significant differences
in DC at 15 and 30 days. On the other hand, MDA revealed significant differences at 30 days
post treatment, showing lower values (1.09 +£0.1 nmol/mg protein) compared to control group
(1.58 £0.2 nmoles/mg protein). In conclusion, seminal selenium decreases lipid peroxidation
and preserves semen quality.
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INTRODUCCION

La calidad seminal se establece al comparar prue-
bas de laboratorio con parametros considerados nor-
males para un toro reproductor adulto. Tales “valores
normales” estan directamente relacionados con la fer-
tilidad y permiten seleccionar los machos superiores,
no sélo por buena libido sino también por poseer un
semen de elevada calidad y fertilidad **. La evaluacion
toma en cuenta el nivel de motilidad y morfologia es-
permatica, pruebas que ademas indican la habilidad de
los espermatozoides para sobrellevar los procesos de
congelado y descongelado 2.

La evaluacion seminal en toros seleccionados como
reproductores es fundamental para evitar problemas de
sub-fertilidad e infertilidad en el rebafio *y en el caso
de los futuros sementales siempre es conveniente la ca-
racterizacion de las variables espermaticas en cada uno
de los meses de edad a partir del arribo a la pubertad,
pues ello permitira establecer los indicadores de nor-
malidad, hacer un pronostico de los toros que no tienen
aptitudes como reproductores e incluir estos indicado-
res dentro de los parametros para la seleccion? .

La accion de los radicales libres (RL) en el semen,
como la lipoperoxidacion de la membrana plasmati-
ca, produce cambios en la fluidez de la misma y altera
profundamente el comportamiento espermatico gene-
rando problemas de migracion, capacitacion, union y
fusion de los gametos 3. Los espermatozoides son mas
susceptibles al dafio peroxidativo de los RL (cuyo ex-
ceso define el estado de estrés oxidativo) debido a sus
altas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados
en la membrana espermatica . Ademas, los esperma-
tozoides poseen escasa cantidad de citoplasma, lo cual
limita la accion antioxidante de los sistemas enzima-
ticos ® que no logran atenuar eficientemente la produc-
cion excesiva de RL 5.

Las enzimas antioxidantes se caracterizan por re-
querir cofactores como manganeso, zinc, magnesio, co-
bre o selenio para su buen funcionamiento . Tal es el
caso de la metaloenzima glutation peroxidasa, que con-
tiene 4 subunidades, cada una de ellas unidas a selenio,
el cual es esencial para su actividad. Las deficiencias de
este mineral pueden inducir modificaciones del estado
oxidativo celular y a la aparicion de enfermedades *#,
en el caso del bovino la enfermedad del musculo blan-
co y la retencion placentaria, entre otras 2.

En Venezuela esta limitado el contenido de sele-
nio en la dieta de los bovinos, debido a que los pastos
constituyen (casi exclusivamente) su Unica fuente de
nutrientes. Ademas, suelos y pasturas presentan des-
equilibrios en la cantidad de minerales, que causan
efectos negativos en los procesos reproductivos de los
rumiantes, circunstancia que se refleja en el incremen-
to de la mortalidad y disminucion de la natalidad " y se
traduce en pérdidas econémicas para los productores.

Por todo lo expuesto, resulta relevante el estudio de
alternativas terapéuticas para mejorar las condiciones
reproductivas de los toros de alta calidad genética. Esta

investigacion se orientd a determinar si la suplementa-
cion con selenio poseia accion antioxidante, evaluando
sus efectos sobre la calidad seminal en toros Brahman
jovenes.

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio. El trabajo fue realizado en el Cen-
tro Genético de Raza Brahman ubicado en las coorde-
nadas 09° 40 45” y 10° 02 35” de latitud norte y los 68°
48 14” y 69° 16” 527 de longitud oeste, en la carretera
Barquisimeto-Acarigua Km. 30, via Gamelotal, caserio
Quebrada Honda, Parroquia Sarare, Municipio Simon
Planas en el Estado de Lara (Venezuela), zona caracte-
rizada por un ecosistema de bosque seco tropical 6.
La vegetacion incluye herbaceas en donde la tempe-
ratura promedio de la zona es de aproximadamente
26,2°C a 285 msnm, el promedio anual de precipitacion
es de 1421,3 mm, con registro de maxima lluviosidad
durante los meses de mayo a octubre y la minima du-
rante los meses de diciembre a marzo.

Poblacion y muestra. A partir de un plantel de 235
bovinos Brahman puros (Bos indicus), fueron seleccio-
nados al azar, 31 toros de edades comprendidas entre
los 15 y 18 meses. Luego de tres estudios andrologicos
se eliminaron 6 animales por presentar azoospermia.
De los 25 toretes restantes, 13 se utilizaron como grupo
experimental y 12 como controles. Las evaluaciones
andrologicas se realizaron cada 15 dias hasta comple-
tar dos evaluaciones, obteniéndose el semen mediante
el uso de electroeyaculador.

Tratamiento. El tratamiento consistio en la admi-
nistracion de una solucion comercial de selenio a una
concentracion del 0,2%, recibiendo cada animal del
grupo experimental 0,22 mg por cada 20 kg de peso
corporal via intramuscular diariamente durante 5 dias,
dosis recomendada por el fabricante del producto. Los
controles fueron inyectados con solucion salina.

Circunferencia escrotal. Se tomo la medida testi-
cular con una cinta métrica especial para estos fines.
Las mediciones fueron efectuadas poco antes de reali-
zar la extraccion del semen con electroeyaculador.

Calidad seminal. Los parametros evaluados fue-
ron: motilidad espermatica progresiva, porcentaje de
espermatozoides moviles, morfologia espermatica e in-
tegridad acrosomica (coloracion de Karras) y vitalidad
espermatica (eosina-nigrosina). Todas las pruebas se
efectuaron al momento de la extraccion y con micros-
copia de luz. Las proteinas totales se determinaron me-
diante el kit Bio Rad (Richmond, Ca, EEUU) basado
en el método de Bradford ' .

Determinacion de indicadores de lipoperoxida-
cion. Para cuantificar DC y MDA, las muestras de se-
men se conservaron con leche descremada al 1% (Pas-



Flores C. et al.: Lipoperoxidacion en semen. Rev. vet. 25: 2, 95-99, 2014 97

Tabla 1. Calidad seminal y circunferencia escrotal a los 15 y 30 dias post-tratamiento.

control (n=12)

parametro evaluado

experimental (n=13)

0 dias 15 dias 30 dias 0 dias 15 dias 30 dias
espermatozoides vivos (%) *2243 2547 3443 *2343 27+4 34+5
motilidad progresiva (%) *19+4 22+6 26+2 *1942 20+4 26+2
vitalidad espermatica (%) *36+5 38+6 55+4 *35+4 40+4 54+2
anomalias espermaticas (%) *63+3 60+4 50+3 *65+2 60+2 5244
circunferencia escrotal (cm) 24,5+0,4 27,8+0,3 28,3+0,4 26,5+0,4 29,340,2 29,8+0,3

Valores en media aritmética + desvio estandar. *Indica diferencias significativas (p<0,05) entre valores del dia 0 con respec-

to a los 15 y 30 dias, dentro de cada grupo.

torefla® UHT) en una proporcion de 1:1 y congeladas
a -20°C hasta su procesamiento. En el caso de los DC
se realizo la extraccion con 900 ul de isopropanol, para
100 pl de muestra diluida (1:40), en un volumen final
de 1 ml, mezclado en vortex durante dos minutos y
centrifugado a 3500 G durante 5 minutos a 15°C. La
absorbancia del sobrenadante (capa orgéanica) fue leida
a 232 nm. Para los calculos, se utilizo el coeficiente de
extincion molar 27000 M'/L, expresando las concen-
traciones en moles de DC por mg de proteinas.

Por su parte, el MDA se cuantifico mediante el test
para sustancias reaccionantes con el acido 2-tio-barbi-
tarico (TBARS). Para ello se utilizaron 100 pl de mues-
tra y se agregaron de manera sucesiva 1,5 ml de acido
acético glacial al 20% (pH 3,5), 200 pl de
dodecil sulfato de sodio al 8,1% y 1,5 ml
de acido tiobarbiturico al 0,8%. Los tubos
con tapa sin enroscar se incubaron a 95°C
durante 60 minutos y se enfriaron por 8
minutos en agua a 18°C, posteriormente se
agreg6 1 ml de agua destilada y 5 ml de bu-
tanol, para luego ser centrifugados a 3000
G durante 10 minutos, el sobrenadante fue
leido con espectrofotometro Genesys 5 a
532 nm. Para realizar los célculos se uti-
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la comparacion dentro de cada grupo, se evidenciaron
cambios significativos en todos los parametros, con un
aumento en los porcentajes de espermatozoides vivos,
motilidad progresiva y vitalidad espermatica, asi como
disminucién en las anomalias espermaticas, tanto en el
grupo control como en el experimental. Por su parte, la
circunferencia escrotal mostré una tendencia al aumen-
to lineal durante los 30 dias de experimentacion, tanto
en el grupo control como en el inyectado con Se, sin
diferencias significativas entre ambos.

La Figura 1 muestra que los niveles seminales de
DC no presentaron diferencias significativas entre los
grupos control y experimental a los 0; 15 y 30 dias post-
tratamiento, sin embargo se pudo observar que el grupo
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liz6 una curva estandar con 1,1,3,3-tetra-
metoxipropano como patrén. La concen-
tracion de MDA se expres6 en nmoles de
malondialdehido por mg de proteinas.

Andlisis estadistico. Los datos de ca-
lidad seminal fueron presentados en por-
centaje, mientras que los de DC y MDA se
determinaron en mmoles de DC por mg
de proteinas y nmoles de MDA por mg
de proteinas. Los datos se analizaron me-
diante ANOVA, con paquete estadistico
SPSS version 15.0 para Windows, con una
p=<0,05.

RESULTADOS

La Tabla 1 indica que al comparar el
grupo control con el experimental a los 0;
15 y 30 dias post-tratamiento con Se, no
hubo diferencias significativas en cuanto a
calidad seminal. Sin embargo, al realizar

Figura 1. Niveles de dienos conjugados en semen a los 15 y 30
dias post-tratamiento (media aritmética + desvio estandar). *In-
dica diferencias significativas (p<0,05) del grupo control a los 30
dias con respecto del grupo control a los 0 y 15 dias y experimen-
tal antes del tratamiento.
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Figura 2. Niveles de malondialdehido en semen a los 15 y 30 dias
post-tratamiento (media aritmética + desvio estandar). *Indica
diferencias significativas (p<0,05) del grupo control a los 30 dias
con respecto al grupo experimental a los 30 dias, asi como con el
grupo control a los 0 y 15 dias.
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control exhibié un aumento significativo en sus niveles
a los 30 dias.

La Figura 2 revela que los niveles seminales de
MDA disminuyeron de manera significativa en el gru-
po experimental a los a los 30 dias post-tratamiento.
Ademas, al realizar comparaciones dentro de cada gru-
po, en los controles se pudieron evidenciar aumentos
significativos de las concentraciones de MDA después
de 30 dias, no asi en el grupo experimental.

DISCUSION

En esta investigacion la administracion de selenio
por via intramuscular a la dosis referida ut supra, no
modificé la calidad seminal en toros Brahman. No
obstante, al realizar la comparacion intragrupal se
pudieron verificar cambios significativos, con un au-
mento lineal en la circunferencia escrotal durante el
periodo de estudio, lo cual pudiera estar relacionado
con cambios fisioldgicos relacionados con la edad, tal
como lo proponen otros autores, cuyos estudios revelan
una correlacion positiva, entre el tamaifio testicular y la
produccion seminal en toros menores de tres afios de
edad ¢ . Ademas, los parametros seminales se encon-
traban dentro de los valores normales de acuerdo a la
edad, seglin reportes de investigaciones anteriores 2",

Por otro lado, la suplementacion de este mineral no
gener6 cambios en la calidad y cantidad de los eyacula-
dos frescos de cerdos, ni tampoco en el semen almace-
nado tras su recogida '*. Sin embargo, se ha publicado
que la combinacion de selenio con omega 3-6 y probio-
ticos o vitamina E, produjeron en verracos reproducto-
res una disminucion en el porcentaje de anormalidades
espermaticas > . En gallos se constaté que la adminis-
tracion de un suplemento de selenio organico tuvo efec-
tos significativos sobre la movilidad y la viabilidad de
los espermatozoides ° . En seres humanos infértiles, la
administracion de selenio combinado con vitamina E,
logr6 aumentar la motilidad espermatica 2.

En cuanto a los indicadores de estrés oxidativo se-
minal, cabe sefialar que los DC se originan por reorde-
namiento de los dobles enlaces de los peroxidos forma-
dos por la accion de radicales libres al comienzo de la
oxidacion de los acidos grasos insaturados, constitu-
yentes de estructuras celulares. A medida que la reac-
cion de oxidacion avanza, la capacidad de las muestras
de absorber los rayos UV disminuye, por el paso de
los DC a productos terminales de la lipoperoxidacion
(entre éstos el MDA), lo que causara lecturas menores
a la hora de cuantificar las muestras 8.

Al analizar los resultados obtenidos en la presente
investigacion, se advierte que ambos grupos (control y
experimental) presentaron concentraciones de DC sin
diferencias significativas antes de iniciar la experiencia
(tiempo 0), hallazgo que se mantuvo a los 15 dias post-
administracion intramuscular de Se, pero al transcurrir
los 30 dias de post-tratamiento, el grupo control mostrd
un repunte de los niveles de DC seminales, significati-
vamente mayores (p<0,05) al comparar con los valores

del grupo control a los 0 y 15 dias post-suplementacion
de Selenio (Figura 1).

De igual manera, en este estudio se encontré que
los niveles de MDA seminal presentaron una evolucion
semejante a lo descrito para DC hasta los 15 dias post-
administracion de Se, para modificarse notablemente a
los 30 dias post-tratamiento, con una significativa dis-
minucion (p<0,05) de la concentracion de MDA semi-
nal en el grupo inyectado con Se. El nivel de MDA en
el grupo control a los 30 dias post-suplementacion fue
mayor (p<0,05) al observado en los controles a los 0 y
15 dias, tal como es mostrado en la Figura 2.

Resultados similares fueron obtenidos en estudios
realizados en seres humanos y en gallos, en los cuales
la suplementacion de selenio combinado con vitamina
E fue capaz de reducir la concentracion de MDA %20,
El mismo efecto se obtuvo en gansos, particularmente
en la segunda mitad de la temporada reproductiva ' . A
pesar de que los niveles séricos de selenio no correla-
cionaron con la concentracion espermatica del semen
de toros, la administracion de adecuados niveles de
selenio resultaron fundamentales para mantener ba-
jos indices de lipoperoxidacion, tanto en semen fresco
como conservado, debido a una mayor actividad de la
glutation peroxidasa .

En base a los resultados, se puede concluir que el
selenio administrado por via intramuscular cada 24 ho-
ras durante 5 dias, disminuye la lipoperoxidacion semi-
nal preservando la calidad seminal, fendémeno puesto
de relieve por la disminucion de las concentraciones
de malondialdehido. El hallazgo implica la posibilidad
de utilizar terapéuticamente dicho oligoelemento en los
toros afectados por dicha patologia.
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