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RESUMEN

En México se han diagnosticado deficiencias de minerales
traza en ovinos en pastoreo, pero hay pocas estrategias para
corregirlas y evaluar su respuesta. El objetivo de este estudio
fue evaluar, en sementales ovinos (10 Hampshire con PV
80.6+7.6 kg y 8 Suffolk con PV 86.3+9.3 kg), el efecto de
un suplemento de selenito de sodio en un bolo intraruminal
de liberacién prolongada (500 mg de Se), sobre el PV, con-
dicién corporal, circunferencia escrotal, variables hematicas,
actividad de glutatién peroxidasa, concentracién de selenio
en suero sanguineo y caracteristicas del eyaculado. Fl disefio
experimental fue completamente al azar con arreglo factorial
2x2x3 sin y con Se (bolo intraruminal), razas (Hampshire y
Suffolk) y tres meses en la época reproductiva (noviembre,
diciembre y enero), donde cada semental fue la unidad expe-
rimental. Las muestras de sangre se obtuvieron en las sema-
nas uno (previo al tratamiento), dos y tres de julio de 2005, y
después, en la cuarta semana de cada mes (de agosto de 2005
a febrero de 2006). De noviembre a enero, mediante vagina
artificial, cada semana se extrajo el eyaculado de los semen-
tales. Cada dia (08:00 h), previo al pastoreo, los sementales
comieron un alimento concentrado (1 % PV) y pastaron du-
rante el dia praderas de Pennisetum clandestinum, mientras
que por la noche estuvieron en confinamiento. El Se suminis-
trado aumenté (p=<0.05) la actividad de GSH-Px, la movili-
dad y niimero de los espermatozoides vivos y normales. La
calidad del eyaculado fue mayor (p=<0.05) en volumen, den-

sidad, concentracién y viabilidad para sementales Suffolk.
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ABSTRACT

There are diagnosed trace minerals deficiencies in grazing
sheep in Mexico, but few strategies to correct and evaluate
their response are available. Our objective in this study was to
evaluate, in rams (10 Hampshire 80.6=7.6 kg LW and eight
Suffolk 86.3+9.3 kg LW), the effect of a sodium selenite
supplement in an extended-release intraruminal bolus (500 mg
of Se), on the IW, body condition, scrotal circamference,
blood variables, glutathione peroxidase activity, selenium
in blood

the ejaculate. The experimental design was completely

concentration serum and characteristics of
randomized with a 2x2x3 factorial arrangement without
and with Se (intraruminal bolus), breeds (Hampshire and
Suffolk) and three months during the breeding season
(November, December and January), where each ram was the
experimental unit. Blood samples were obtained in weeks
one (before treatment), two and three in July 2005, and then,
in the fourth week of each month (August 2005 to February
20006). The ejaculate of the rams were sampled every week
from November to January, using an artificial vagina. Every
day (08:00 h), before grazing, the rams received a concentrated
feed (1 % PV), grazed on Pennisetum clandestinum pastures
during the day, and were confined at night. The supplied Se
increased (p<0.05) GSH-Px activity, mobility and number
of live and normal sperm. The ejaculate quality was higher
(p=<0.05) in volume, density, concentration and viability
on the Suffolk rams. In conclusion, a Se supplement in
intraruminal boluses increased GSH-Px activity, mobility
and viability of the ejaculate in Hampshire and Suffolk rams

during their breeding season.
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En conclusién, un suplemento de Se en bolos intraruminales
aumenta la actividad de GSH-Px, la movilidad y viabilidad
del eyaculado de sementales Hampshire y Suffolk en la época

reproductiva.

Palabras clave: carneros, selenito de sodio, bolo intraruminal,

semen, glutatién peroxidasa.
INTRODUCCION

| selenio (Se) es un elemento mineral traza con

actividad antioxidante que, en conjunto con

la vitamina E, realiza funciones esenciales para
prevenir danos celulares (Mahmoud ez 4/., 2013). Por
lo tanto, ambos son parte del sistema antioxidante
del organismo contra el estrés oxidativo, el cual es
una condicién del resultado del desequilibrio entre
las especies de oxigeno reactivo (radicales libres y
los antioxidantes en el cuerpo, que puede conducir
a dafos en los espermatozoides, deformidades y, fi-
nalmente, infertilidad masculina (Bansal y Bilaspuri,
2011; Agarwal ez al., 2014). La funcién principal del
Se en el organismo es como componente de varias
enzimas selenoproteinas (Silva ez al., 2000). La enzi-
ma glutatién peroxidasa (GSH-Px) contiene Se en su
estructura quimica y una de sus funciones es evitar la
formacién de radicales libres, previniendo asi el dafio
por oxidacidn tisular (Holben y Smith, 1999). Hay
una selenoproteina con funciones protectoras rele-
vantes en la cdpsula mitocondrial del espermatozoide
(Ahsan ez al., 2014); en sementales ovinos, el Se y la
vitamina E mejoran la calidad del semen, asociado
a una mayor concentracion de testosterona y mayor
actividad de la enzima GSH-Px en suero sanguineo
(Mahmoud ez 4/., 2013). En sementales caprinos, el
Se orgdnico, mejora el estado antioxidativo y los ni-
veles de testosterona y T, en plasma seminal y suero
sanguineo, lo cual confiere mayor proteccién a los
espermatozoides contra el dafio oxidativo, aspecto
importante en la produccién de semen de buena cali-
dad (Kumar e al., 2013). En bufalos, el Se orgdnico
e inorgdnico mejoré la calidad del semen y aumenté
el contenido de testosterona y Se en suero sanguineo
(El-Sharawy ez al., 2017). El espermatozoide del ve-
rraco con deficiencia de Se tiene capacidad fecundan-
te baja debido a su movilidad limitada asociada con
desarrollo anormal de su flagelo (Ahsan ez 4/., 2014).
En cabras lecheras, la deficiencia de Se y vitamina E
reduce la respuesta inmune y compromete la salud y
comportamiento productivo de la hembra y sus crias
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glutathione peroxidase.
INTRODUCTION

elenium (Se) is a trace mineral element with

antioxidant activity that together with vitamin

E performs essential functions to prevent
cellular damage (Mahmoud ez 4., 2013). Therefore,
both are part of the body’s antioxidant system against
oxidative stress, which is a condition due to imbalance
between reactive oxygen species (free radicals and
antioxidants in the body, which can lead to sperm
damage, deformities and male infertility (Bansal and
Bilaspuri, 2011; Agarwal ez al., 2014). The main
function of Se in the organism is as a component
of several selenoprotein enzymes (Silva ez al., 2000).
The enzyme glutathione peroxidase (GSH-Px)
contains Se in its chemical structure, and one of its
functions is to prevent free radicals formation, thus
preventing damage by tissue oxidation (Holben and
Smith, 1999). There is a selenoprotein with relevant
protective functions in the mitochondrial capsule
of the sperms (Ahsan ¢z al., 2014). In rams, Se and
vitamin E improved semen quality, associated with
a higher testosterone concentration and increased
activity of the GSH-Px enzyme in blood serum
(Mahmoud ez al., 2013). In male goats, organic Se
improved the antioxidant status, testosterone and
T3 levels in seminal plasma and blood serum, which
gives greater protection to sperms against oxidative
damage, an important aspect for production of good
quality semen (Kumar ez /., 2013). In buffaloes,
organic and inorganic Se improved semen quality and
increased testosterone and Se content in blood serum
(El-Sharawy ez al., 2017). Boar spermatozoa with
Se deficiency have a low fecundating capacity due
to their limited mobility associated with abnormal
development of their flagellum (Ahsan ez al., 2014).
In dairy goats, the Se and vitamin E deficiency
reduced the immune response and compromises the
health and productive behavior of the female and her
offspring (Ramirez-Bribiesca ez al., 2005).

The inclusion of Se in the diet, or by parenteral
application, improved weight gain in lambs, the
fertility of the sheep and the immune response in
both (Vizquez-Armijo er al, 2011); the above is
conditioned to the achievement of the required
Se concentrations in tissues and body fluids
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(Ramirez-Bribiesca et /., 2005). La inclusién de Se
en la dieta, o por aplicacién parenteral, mejora la ga-
nancia de peso de los corderos, la fertilidad de las
ovejas y la respuesta inmune de ambos (Vdzquez-Ar-
mijo ez al., 2011); lo anterior estd condicionado a lo-
grar las concentraciones requeridas de Se en tejidos y
fluidos corporales (Shamberger, 1983). El suministro
de Se en bolos intraruminales aumenta la concentra-
cién de Se en sangre, mejora la movilidad y viabilidad
espermadtica, asi como la respuesta a la integridad de
la membrana de la célula espermdtica (Kendall ez al.,
2000). El suministro de Se y Zn en humanos ha mos-
trado una funcién intrinseca de ambos, en la esper-
matogénesis y en el estado oxidativo general, lo cual
sugiere que ambos microminerales tienen funciones
importantes en la reproduccién del semental ovino
(Irvine, 1996; Vézima ez al., 1996; Oguntibeju ez al.,
2009; Kumar ez al., 2013).

La deficiencia de Se afecta la salud y produccién
del rebano ovino, puede causar mortalidad alta de
corderos durante la lactancia y crecimiento, reduce la
ganancia de peso de ovinos en crecimiento y ocasiona
problemas reproductivos como retencién de placenta
de las ovejas y menor calidad del eyaculado en los
sementales (Andrews et al., 1975; Allen ez al., 1986;
Kendall ez 4l., 2000). En el centro del territorio mexi-
cano se han diagnosticado desbalances de micromi-
nerales con deficiencias graves de I, Se, Zn y Cu en
los rebafios ovinos, pero no se han establecido pro-
gramas de suministro de minerales para corregir las
deficiencias y evaluar la respuesta animal (Vizquez-
Armijo et al., 2011). Ramirez et al. (2004) diagnos-
ticaron carencias de Se en rebafos ovinos de Tlaxcala
y Puebla, México. La carencia de Cu se asocia al bajo
contenido de ese mineral en el suelo y los forrajes, al
pH dcido del suelo y al exceso de Fe en los forrajes y
el suelo, lo cual afecta su absorcién y contenido sérico
en ovinos (Dominguez-Vara y Huerta-Bravo, 2008).
Los problemas de bocio en ovinos estdn relacionados
con una deficiencia natural de I, la cual probable-
mente involucra la carencia de Se y la presencia de
contaminantes del ambiente que causan trastornos
endécrinos (Dominguez-Vara ez al., 2017). Por lo
tanto, estos desequilibrios minerales se consideran
factores que afectan la salud, el crecimiento y la re-
produccién en rumiantes (Minson, 1990). Hay una
relacidn estrecha entre el tamano de los testiculos y
la produccién de semen; asi, sementales ovinos con
testiculos pequenos pueden no producir suficiente
esperma durante el periodo de empadre para lograr

(Shamberger, 1983). The intraruminal Se supply
in boluses increased the Se concentration in blood,
improved mobility and sperm viability, as well as
the response to the integrity of the sperm’s cell
membrane (Kendall ez 4/, 2000). The Se and Zn
supply in humans has shown intrinsic functions
in spermatogenesis and in the general oxidative
state, which suggests that both microminerals have
important functions in ram reproduction (Irvine,
1996; Vézima ez al., 1996; Oguntibeju ez al., 2009;
Kumar ez al., 2013).

The Se deficiency affected the health and
production in sheep, in lambs caused high mortality
during lactation and growth, reduced the weight
gain of developing sheep and caused reproductive
problems such as retained placenta in sheep and a
lower quality of the ejaculate in rams (Andrews ez
al., 1975; Allen et al., 1986; Kendall ez 4/., 2000).
At the centermost areas in Mexico sheep showed
microminerals imbalances, with severe deficiencies
of I, Se, Zn and Cu. Still, there are no mineral supply
programs established to correct these deficiencies,
and evaluate sheep response (Vizquez- Armijo ez al.,
2011). Ramirez ez al. (2004) diagnosed Se deficiencies
in ovine flocks at Tlaxcala and Puebla, Mexico. The
lack of Cu is associated to the low content of Se in
the soil and therefore forages, the low pH in these
soils, and to excess Fe in the forages and soils, which
affects its absorption and serum content in sheep
(Dominguez-Vara and Huerta-Bravo, 2008). Goiter
problems in sheep are related to a natural I deficiency,
which probably involves the lack of Se and pollutants
present in the environment that cause endocrine
disorders (Dominguez-Vara ez al., 2017). Therefore,
these mineral imbalances are factors that affect the
health, growth and reproduction in ruminants
(Minson, 1990). There is a close relationship between
the testicles size and semen production; thus,
rams with small testicles may not produce enough
sperm during the breeding period to achieve a good
fertility rate (Mahmoud, 2013). During the breeding
season, rise of sexual activity in rams increased their
nutritional requirements for semen production in
a short period (breeding season), which can induce
Se deficiency and cause greater oxidative stress, with
lower semen production and quality (Ahsan ez al.,
2014; Zubair et al., 2015). In small ruminants, Se
supply to supplement the contribution of the forages
includes adding premixes to their food, subcutaneous
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buena tasa de fertilidad (Mahmoud, 2013). Durante
la época reproductiva, el incremento de la actividad
sexual de los sementales ovinos aumenta sus requeri-
mientos nutricionales para la produccién de semen
en un periodo corto (época de empadre), esto puede
inducir a deficiencia de Se y causar mayor estrés oxi-
dativo, con menor produccién y calidad del semen
(Ahsan et al., 2014; Zubair et al., 2015). En rumian-
tes pequefios, el suministro de Se para complementar
el aporte de los forrajes, incluye adicionar premezclas
al alimento, aplicacién subcutdnea o bucal en solu-
cién y el uso de bolos o comprimidos de Se intra-
ruminales; este Gltimo método puede permitir com-
plementar el Se de forma préctica, segura y efectiva,
y a un costo bajo (Langlands ez a/., 1994, Ramirez-
Bribiesca ez al., 2004; Revilla-Vizquez ez al., 2008).

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos
del suplemento de Se suministrado en un bolo intra-
ruminal a sementales ovinos de las razas Hampshire
y Suffolk sobre variables hemiticas, actividad de la
enzima glutatién peroxidasa, concentracion sérica de
Se y caracteristicas del eyaculado durante la época re-
productiva. La hipétesis fue que el Se suministrado
en un bolo intraruminal de liberacién prolongada
aumenta la concentraciéon de ese mineral, la activi-
dad de la enzima GSH-Px en la sangre, y mejora la
calidad del semen durante la época reproductiva de
los sementales.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién y periodo de muestreo del experimento

El estudio se realizé en la unidad de produccién (UP) ovina
en la localidad de Mayorazgo de Ledn, municipio de Almoloya
de Judrez, Estado de México, ubicada entre 19° 14’ Sy 19° 34’
N, 99° 42’ Ey 99° 58 O, a 2500 msnm. El clima es templado
subhimedo con lluvias en verano, humedad mayor (86.59 %);
semifrio subhtimedo, humedad menor (13.41 %), con tempera-
turas entre 15y 22 °Cy 6y 14 °C, respectivamente, y precipita-
cién pluvial anual de 700 a 1500 mm (INEGI, 2009). La UP es
de tipo semi intensivo; tiene 10 ha de terreno, con cerca fija, una
nave con tres corrales equipados con bebedero de pileta y come-

dero mévil, donde se alojan 250 ovejas adultas y 20 sementales.
Animales y alimentacién

En el estudio se usaron 18 sementales ovinos con 2.8+0.3

afos de edad promedio, de las razas Hampshire (n=10,
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or buccal application in solutions and boluses or
intraruminal Se tablets. The last method allows Se
to be complemented in a practical, safe and effective
way at a low cost (Langlands ez /., 1994, Ramirez-
Bribiesca ez al., 2004; Revilla-Vizquez ez al., 2008).

This study aimed to evaluate the effects of the
supplementing Se in intraruminal bolus on ovine
rams of the Hampshire and Suffolk breeds on their
blood variables, glutathione peroxidase enzyme
activity, serum Se concentration and characteristics
of the ¢jaculate during the reproductive season. We
hypothesized that Se delivered in prolonged release
intraruminal bolus increases the concentration of
that mineral, the activity of the enzyme GSH-Px in
the blood, and improves the quality of the semen
during the breeding season of the rams.

MATERIALS AND METHODS

Location and sampling period of the experiment

The study was carried out in the ovine production unit (UP)
at the town Mayorazgo de Ledn, municipality of Almoloya de
Judrez, Estado de México, located between 19° 14’ S and 19°
34’ N, 99° 42’ E and 99° 58 W, at 2500 masl. The climate is
temperate sub-humid with rains in summer, higher humidity
(86.59 %); sub-humid semi-cold, lower humidity (13.41 %),
with temperatures ranging between 15 and 22 °C and 6
and 14 °C, respectively, and annual rainfall of 700 to 1500 mm
(INEGI, 2009). The UP is a semi-intensive type, 10 ha with
a fixed fence, a ship with three pens equipped with drinking
fountains and mobile feeders, housing 250 adult sheep and 20

rams.

Animals and feeding

The study used 18 rams 2.8%+0.3 years old, Hampshire
(n=10, LW = 80.6*7.6 kg) and Suffolk (n=8, LW = 86%+9.3
kg) breeds. The treatments were: 1) without Se supplement
(n=10, five rams of each breed), and 2) with Se supplement
(n=8, four rams of each breed) viz intra-ruminal bolus. The
boluses weighed 7.3 g, 5 cm long by 1.5 cm wide and 1 cm
thick, rounded tips and smooth surface. The Se source was
sodium selenite (Na,SeO,), equivalent to 500 mg of elemental
Se per bolus, sufficient to cover its daily requirement (0.1 to 0.3
mg kg™" MS d7') in adult sheep for more than a year (NRC,
2007). The boluses manufacturing took place at the FESC-
UNAM?® by melt granulation (thermoplastic granulation). Bolus



ACTIVIDAD DE GSX-Px, CONCENTRACION DE SELENIO Y CALIDAD DEL EYACULADO EN SEMENTALES OVINOS

PV=80.6%7.6 kg) y Suffolk (n=8, PV=86.%9.3 kg), y los trata-
mientos fueron: 1) sin suplemento de S (n=10, cinco sementales
de cada raza), y 2) con suplemento de Se (n=8, cuatro sementales
de cada raza) a través de un bolo intraruminal. El peso de los
bolos fue 7.3 g, con 5 cm de largo por 1.5 cm de ancho y 1
cm de espesor, puntas redondeadas y superficie lisa. La fuente
de Se fue selenito de sodio (Na,SeO,), equivalente a 500 mg de
Se elemental por bolo, suficiente para cubrir los requerimientos
diarios de Se (0.1 2 0.3 mg kg™' MS d™') de ovinos adultos du-
rante mds de un afio (NRC, 2007). Los bolos se elaboraron en
la FESC-UNAM' mediante granulacion por fusién (granulacién
termopldstica). La formulacién y composicién del bolo incluyo
al selenito de sodio como Se elemental; el excipiente lipidico fue
un aceite vegetal hidrogenado; se usé un agente densificador para
lograr una densidad minima de 2.36 g cm™, lo cual evita la re-
gurgitacion del dispositivo y facilita su permanencia en el rumen.
Segtn Gyurik (1988) mantener una densidad de 2.25 2 3.50 g
cm™ evita la regurgitacion del bolo en rumiantes en pastoreo. El
bolo tiene un perfodo de efectividad de varios meses, con libera-
cién lenta del mineral para mantener un nivel adecuado de 0.025
2 0.150 ug de Se mL~" de plasma en ovinos adultos (Puls, 1994).
Judson ez al. (1991) indicaron que el bolo de Se elemental relle-
no de Fe es suficientemente denso y permanece en rumen, y al
contacto con el liquido ruminal libera lentamente el mineral por
un periodo aproximado de un afo. El suministro de los bolos fue
via bucal, con dosis de un bolo por semental, aplicado el primer
dia del experimento.

Durante el dia los sementales pastorearon en praderas de
zacate kikuyo (Pennisetum clandestinum) y después fueron con-
finados durante 16 h. Previo al pastoreo, a las 08:00, se propor-
ciond a los sementales un alimento balanceado (1 % del PV) con
14 % PC y 2.8 Mcal de EM kg™' de MS, el cual incluyé una
premezcla de vitaminas y minerales sin Se y sin vitamina E, para
cubrir requerimientos de otros minerales esenciales para ovinos

(NRC, 2007).
Desarrollo experimental

Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncién de la
vena yugular durante ocho meses del estudio (julio de 2005 a
febrero de 20006). La primera muestra de sangre se recolectd una
semana antes de proporcionar Se a los sementales a través del
bolo intraruminal; después se recolectaron muestras de sangre
en las dos semanas subsecuentes (22 y 32 semanas de julio), y
después las muestras de sangre se recolectaron en la dltima se-
mana de cada mes del experimento. Durante el experimento
cada semana se extrajo semen de cada semental entre las 09:00 y

10:00 h, usando una oveja inmovilizada y una vagina artificial.

formulation and composition of the included sodium selenite as
elemental Se; the lipid excipient was a hydrogenated vegetable
oil; a densifying agent was used to achieve a minimum density
of 2.36 g cm™, which prevents the device regurgitation and
facilitates its permanence in the rumen. According to Gyurik
(1988), maintaining a density of 2.25 to 3.50 g cm™ prevents
bolus regurgitation in grazing ruminants. The bolus has an
effectiveness period of several months, which slowly releases the
mineral to maintain an adequate level of 0.025 to 0.150 ug of Se
mL™! of plasma in adult sheep (Puls, 1994). Judson ez a/. (1991)
indicated that Se elemental bolus filled with Fe is sufficiently
dense and remains in the rumen and in contact with the ruminal
fluid slowly releasing the mineral for approximately one year. The
supply of the boluses was viz the mouth, with doses of one bolus
per ram, applied on the first day of the experiment.

During the day, the rams grazed on kikuyu grass pastures
(Pennisetum clandestinum), and then confined for 16 h. Prior to
grazing, at 08:00, a balanced feed (14 % CP and 2.8 Mcal of ME
kg™" DM), which included a premix of vitamins and minerals
without Se and vitamin E, was fed to rams (1 % of the I\W) in

order to cover requirement for essential minerals (NRC, 2007).
Experimental development

During the eight months of the study blood samples were
obtained viz jugular puncture (from July 2005 to February
2006). The first blood sample was collected one week before
the rams received Se through the intra-ruminal bolus; blood
samples were then collected in the subsequent two weeks (2nd
and 3rd weeks of July), and then in the last week of each month
during the experiment. Besides, each week semen was taken
from each ram between 09:00 and 10:00 h, on an immobilized
female sheep and an artificial vagina. The semen evaluation was
carried out during the rams breeding season, from November to
January. The collected semen was tempered at 37 °C in graduated
polypropylene tubes. Before the semen extraction, rams were
weighed on an electronic scale, and their body condition
evaluated using the scale described by Russell (1991). The scrotal

circumference was measured using a tape measure.
Laboratory analysis

The laboratory analysis were carried out at the Department
of Animal Nutrition and Animal Reproduction, School of
Veterinary Medicine and Animal Science, Universidad Auténoma
del Estado de México, Campus El Cerrillo, Toluca, México. This
study was carried out between July 2005 and February 2006.
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La evaluacién del semen se realizé en la época reproductiva de
los sementales, desde noviembre a enero. El semen recolectado
en tubos de polipropileno graduados fue atemperado a 37 °C.
Antes de realizar la extraccién de semen los sementales se pesa-
ron en una balanza electrénica, y la condicién corporal se evalué
utilizando la escala descrita por Russell (1991). La circunferencia

escrotal se midié usando una cinta métrica.
Andlisis de laboratorio

Los andlisis de laboratorio se realizaron en los Departamen-
tos de Nutricién Animal y de Reproduccién Animal de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auté-
noma del Estado de México, Campus Universitario El Cerrillo,
Toluca, México. El estudio inicié en julio de 2005 y terminé en
febrero de 2006.

Las determinaciones del hematocrito y la hemoglobina se
realizaron mediante los procedimientos descritos por Coffin
(1987).

El hemolizado de la muestra de sangre para determinar la
actividad enzimdtica de la glutatién peroxidasa se realizé segin el
método propuesto por Beutler (1976), y la preparacién de las so-
luciones para determinar la actividad enzimdtica de la glutation
peroxidasa fue de acuerdo con el método de Blanchflower ez al.
(1986). El hemolizado se conservé en refrigeracion a 4 °C hasta
el momento de su andlisis mediante espectrofotometria dptica a

340 nm.
Determinacién del contenido de selenio en suero sanguineo

La concentracién sérica de Se se determind por espectrofluo-
rometrfa de barrido (AOAC, 2012) en un equipo modelo LS-30,
serie 34371, Perkin Elmer, London, U.K.

Evaluaciones espermdticas

El eyaculado se evalud en una escala de 1 a 5 en términos
de volumen (mL), color y movilidad masal en un microscopio
de campo claro a 10X de acuerdo con lo descrito por (Evans y
Maxwell, 1990; Baril ez a/., 1993); mientras que la concentracién
(x10°) de células espermdticas se determiné en una cdmara de
Neubauer. Para evaluar la presencia de anormalidades en la mor-
fologia espermdtica, se prepararon frotis del eyaculado, los cuales
se secaron y tifieron con eosina-nigrosina para después contarlos
en un microscopio con el lente a 40X. En cada muestra de semen
se evaluaron 200 células espermdticas y sus anormalidades (total,
cola enrollada, sin cola, dos colas, otras) con la técnica descrita
por (Baril ez al., 1993).

El disefio experimental fue completamente al azar con arre-

glo factorial 2x2x3: 1) dos tratamientos, sin y con Se (bolo
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The hematocrit and hemoglobin determinations were
performed according to the procedures described by Coffin
(1987).

The hemolysate blood sample used to determine the
glutathione peroxidase enzymatic activity was processed
following the methods by Beutler (1976), and the preparation of
the solutions to determine the glutathione peroxidase enzymatic
activity were prepared according to the method of Blanchflower
et al. (1986). The hemolysate was kept at 4 °C until analysis by
optical spectrophotometry at 340 nm.

Selenium content in blood serum determination

The serum concentration of Se was determined viz
spectrofluorometry scanning (AOAC, 2012) in an LS-30 model
equipment, series 34371, Perkin Elmer, London, U.K.

Sperm evaluations

The ejaculate was evaluated on a scale of 1 to 5 in terms of
its volume (mL), color and mass mobility on a 10X clear field
microscope (Evans and Maxwell, 1990, Baril eza/., 1993), and the
sperm cells concentration (x10°) was determined in a Neubauer
chamber. To evaluate sperm morphology abnormalities, smears
of the ¢jaculate were prepared, dried and stained with eosin-
nigrosine and counted in a microscope with a 40X lens. In
each semen sample, 200 sperm cells and their abnormalities
(total, rolled tail, without tail, two tails, others) were evaluated
following the technique described by Baril ez /. (1993).

The experimental design was completely randomized with
a 2x2x3 factorial arrangement: 1) two treatments, with and
without Se (intraruminal bolus), 2) two breeds (Hampshire
and Suffolk), and 3) three months during their reproductive
season (November, December and January). Each ram was an
experimental unit. The data were analyzed with PROC MIXED
(SAS, 2009) using the Tukey test (Steel et al., 1997) for means
comparison (p=<0.05). Before the analysis, the values obtained

as percentages were transformed via the arcsine transformation.
RESULTS AND DISCUSSION

There were no effects due to the interactions on
the analyzed productive and blood variables (p>0.05).
At the end of the experiment Suffolk rams that
received the Se supplement had higher LW (p=<0.05)
and GSH-Px activity (p=<0.05), compared to those
whithout the Se bolus. The supplement with Se or
the breed did not change the scrotal circumference,
body condition, hematocrit, hemoglobin or serum Se
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intraruminal); 2) dos razas (Hampshire y Suffolk); 3) tres meses
de época reproductiva (noviembre, diciembre y enero). Cada se-
mental fue considerado como unidad experimental. Los datos se
analizaron mediante el procedimiento PROC MIXED de SAS
(2009) usando la prueba de Tukey (Steel et 4., 1997) para com-
parar las medias (p=<0.05). Antes del andlisis, los valores obteni-

dos en porcentaje se procesaron con la transformacién arcoseno.

content (p>0.05) (Table 1). Mahmoud ez /. (2013)
did not observed effect of Se combined with vitamin
E in LW, weight gain or scrotal circumference on
rams. The hematocrit, hemoglobin and Se serum
content were adequate as described by Wheatley and
Beck (1988) and Puls (1994). In contrast, GSH-Px

activity was deficient in both breeds with and without

the Se bolus supply, since the normal activity value
for sheep is 130 U g=! Hb (Ceballos and Wittwer,
1996). The Se bolus increased, consistently and
sustained, the activity of the GSH-Px enzyme in

RESULTADOS Y DISCUSION

No hubo efecto de las interacciones en las varia-
bles productivas y hemadticas analizadas (p>0.05). Al
finalizar el experimento los sementales Suffolk que
recibieron un suplemento con Se tuvieron mayor
PV (p=0.05) y la actividad de GSH-Px fue superior
(p=<0.05), comparados con los que no recibieron el
bolo con Se. Pero el suplemento con Se o el efecto de
la raza no cambiaron la circunferencia escrotal, con-

the rams treated during the study period; however,
although the Se concentration in blood serum was
adequate for both groups of rams with and without
Se, the GSH-Px enzyme activity was deficient. The
significant increase of the Se level in blood serum of
rams treated with the Se bolus is consistent with the
results from Kumar ez 2/. (2013) in goat males treated
with organic Se and Zn, as well as with the results
from El-Sharawy et al. (2017) in buffaloes treated
with organic Se (Se yeast) and inorganic Se (sodium

dicién corporal, hematocrito, hemoglobina y conte-
nido sérico de Se (p>0.05) (Cuadro 1). Mahmoud
et al. (2013) no observaron efecto del Se combinado
con vitamina E en el PV, ganancia de peso o circun-

. . selenite). However, in contrast to our results, sodium
ferencia escrotal de sementales ovinos. Los valores de

hematocrito, hemoglobina y contenido sérico de Se selenite combined with vitamin E produced adequate

fueron adecuados segun lo descrito por Wheatley y
Beck (1988) y Puls (1994). En contraste, la actividad

activity of the GSH-Px enzyme in Ossimi breed rams
(Mahmoud ez 4l., 2013).

Cuadro 1. Promedios de peso vivo, circunferencia escrotal, condicién corporal, valores de hematocrito, hemoglobina, actividad
de la glutatién peroxidasa y concentracién de selenio en suero sanguineo de sementales ovinos de las razas Hampshire
y Suffolk sin o con selenio en un bolo intraruminal.
Table 1. Live weight averages, scrotal circumference, body condition, hematocrit values, hemoglobin, glutathione peroxidase
activity and blood serum selenium concentration in Hampshire and Suffolk rams, without or with selenium in an intra-
ruminal bolus.

Variable Selenio Raza ) Efectos de*

Testigo Bolo c/Se Hampshire Suffolk EEM Se Raza
Peso vivo, kg 84.88 a 83.14a 80.83 b 88.64 a 6.5362 ns Hok
Condicién corporal, escala 1-5 3.66 a 3.68 a 3.72a 3.60 a 0.2907 ns ns
Circunferencia escrotal, cm 3298 a 33.17 a 3294 a 33.27 a 1.4597 ns ns
Hematocrito, % 33.85a 3592 a 33.54 a 3521 a 4.0970 ns ns
Hemoglobina®, mg dL™! 11.28 a 11.97 a 11.18 a 11.63 a 1.3060 ns ns
Actividad de GSH-Px® (U g7' Hb) 97.16 b 105.07 a 85.60 a 85.68a 39.070 * ns
Concentracién Se’ (ug mL™") 0.10 a 0.16 a 0.15a 0.16a 0.0350 ns ns

ab Valores en un renglén, para el mismo factor, con letra diferente son estadisticamente diferentes (p=<0.05) < Values in a row, for the
same factor, with different letter are statistically different (p=<0.05).

fEEM: error estandar de la media < EEM: standard error of the mean.

INS: No significativo (p>0.05; *p=<0.05; **p=<0.01) ¢ NS: Not significant (p > 0.05; * p<0.05; ** p<0.01).

SValor normal: actividad de GSH-Px, deficiente <130 U g™! Hb (Ceballos y Wittwer, 1996); hematocrito, 29-38 %; hemoglobina, 8-16
g dL7'; Se, adecuado=0.08-0.5, marginal=0.03-0.07, deficiente=0.006-0.03 ug mL~' (Wheatley y Beck, 1988; Puls, 1994) ¢ Normal
value: GSH-Px activity, deficient <130 U g=' Hb (Ceballos and Wittwer, 1996); hematocrit 29-38 %; hemoglobin 8-16 g dL™'; Se
adequate = 0.08-0.5, marginal = 0.03-0.07, deficient = 0.006-0.03 ug mL~" (Wheatley and Beck, 1988; Puls, 1994).
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de GSH-Px fue deficiente en los sementales de ambas
razas con y sin suministro del bolo de Se, dado que
el valor normal de actividad para ovinos es 130 U
g~' Hb (Ceballos y Wittwer, 1996). El bolo de Se
aumentd, de forma consistente y sostenida, la activi-
dad de la enzima GSH-Px en los sementales tratados
durante el periodo de estudio; sin embargo, aunque
la concentracién de Se en suero sanguineo fue ade-
cuada para ambos grupos de sementales con y sin Se,
la actividad de la enzima GSH-Px fue deficiente. El
aumento significativo del nivel de Se en suero sangui-
neo de los sementales tratados con el bolo con Se es
consistente con los resultados de (Kumar ez a/., 2013)
en sementales caprinos tratados con Se y Zn orgini-
cos, asi como con los resultados de (El-Sharawy ez al.,
2017) en bufalos tratados con Se orgdnico (levadura
de Se) y Se inorgdnico (selenito de sodio). Pero, en
contraste con los resultados de nuestro estudio, el
selenito de sodio combinado con vitamina E, pro-
dujo actividad adecuada de la enzima GSH-Px en
sementales ovinos de la raza Ossimi (Mahmoud et
al., 2013).

Los valores promedio para PV, circunferencia es-
crotal y condicién corporal de los sementales fueron
similares (p>0.05) entre los meses de estudio (Cuadro
2); en contraste, los valores promedio de hematocri-
to, hemoglobina, actividad de GSH-Px y contenido
de Se en suero sanguineo fueron diferentes (p=<0.05)
entre los meses de estudio (Figura 1 y Cuadro 2). El
valor del hematocrito fue menor en julio y mayor
en octubre, pero con niveles adecuados en todo el
periodo (29 a 38 %). El contenido de hemoglobina
fue adecuado (8 a 16 mg dL™') (Puls, 1994). La ac-
tividad enzimdtica de GSH-Px fue menor en julio y
mayor en enero; sin embargo, segtin el rango optimo
indicado por Ceballos y Wittwer (1996), la actividad
enzimdtica de GSH-Px fue baja, solamente en enero
tuvo un valor superior a 130 U g~! Hb. El nivel de Se
en suero sanguineo fue adecuado (0.08 2 0.5 pg mL~
") por el suministro de Se, segn el rango propuesto
por Wheatley y Beck (1988) y Puls (1994). Kendall
et al. (2001a,b) observaron efectos en el contenido
sérico de Se y mayor actividad de la enzima GSH-Px
al dar el Se en bolos intraruminales. Sin embargo, la
actividad de la GSH-Px, de ambos grupos de semen-
tales, fue menor a 60 U g-!' Hb, en el muestreo basal
de julio y en los de septiembre y octubre (Figura 1).
Aunque la actividad de GSH-Px fue mayor en los
sementales tratados con Se, solo en enero fue mayor a

130 U g~' Hb. Kendall ez 4/. (1997a,b) encontraron
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During the study, and between the months the
LW mean values, scrotal circumference and body
condition from the rams were similar (p>0.05)
(Table 2); in contrast, the hematocrit mean values,
hemoglobin, GSH-Px activity and Se content in
blood serum were different (p=<0.05) (Figure 1 and
Table 2). The hematocrit value was lower in July
and higher in October, but with adequate levels
throughout the period (29 to 38 %). The hemoglobin
content was adequate (8 to 16 mg dL™") (Puls, 1994).
The GSH-Px enzymatic activity was lower during
July and higher in January; however, according to the
optimum range indicated by Ceballos and Wittwer
(1996), the GSH-Px enzymatic activity was low, and
only during January it had values higher than 130 U
g~! Hb. The Se level in blood serum was adequate
(0.08 to 0.5 ug mL™") for the Se supply, according
to the range proposed by Wheatley and Beck (1988)
and Puls (1994). Kendall ez a/. (2001a, b) observed
effects on the Se serum content and increased
GSH-Px activity of the enzyme when giving Se in
intraruminal boluses. However, the GSH-Px activity,
of both rams groups, was less than 60 U g~! Hb in the
basal samplings from July to September and October
(Figure 1). Although the GSH-Px activity was higher
in the rams treated with Se, only in January it was
higher than 130 U g=' Hb. Kendall ¢z al. (1997a,
b) found similar Se serum levels in Se treated lambs,
with Co and Zn in a soluble crystal bolus, although
serum Se was adequate in the control and treated
group. Similar results were found with intraruminal
boluses with Se, Co and Zn in sheep (Kendall ez 4/,
1997a, b; Kendall ez 4/, 1999, 2000). Therefore,
the intraruminal application of boluses with Se is an
adequate, practical, safe and economical method to
provide a sustained supplement with trace minerals,
such as Se, to improve semen quality during the
reproductive period

There was no interaction effect for semen quality
variables (Table 3). Greater motility of the sperm was
induced (p=0.05), also the number of live (p=<0.05)
and normal (p=<0.01) sperm in the semen increased.
Suffolk rams showed higher semen quality in terms
of their volume (p=<0.01), color (p=<0.05), density
(p=0.01) and concentration (p=<0.05). The extracted
ejaculates from January showed higher values in
the mobility, density (p=<0.01) and concentration
variables (p=<0.05) from sperm cells.
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Cuadro 2. Promedios mensuales de PV, circunferencia escrotal, condicién corporal, hematocrito, hemoglobina, actividad de
GSH-Px y concentracion de selenio sanguineo en sementales ovinos de las razas Hampshire y Suffolk sin o con selenio
en un bolo intraruminal.

Table 2. Monthly averages of PVLW, scrotal circumference, body condition, hematocrit, hemoglobin, GSH-Px activity and
blood selenium concentration in Hampshire and Suffolk rams with or without selenium in an intra-ruminal bolus.

Mes de muestreo

Variable Jul. S1% Jul.S2 Jul. S3  Ago’. Sept. Oct. Nov. Dic. Ene. Feb.  EEM'
Peso vivo (kg) 83.3a 84.2a 84.5a 85.1a 85.0a 84.2a 83.l1a 85.6a 83.2a 79.0a 2.9230
Condicién corporal 3 /344 350 352 34a 36 3.6 3.7a 372 3.5a  0.1299

(escala 1-5)

Circunferencia
escrotal (cm)
Hematocrito (%) 34.6b 35.7ab  31.7b  33.4b 35.4ab 39.1a  33.7b 33.9b 31.8b 33.6b 1.8325
Hemoglobina (g dL') 11.5bc  11.9ab 10.5bc  11.1bc  11.8abc 13.0a  11.2bc 11.1bc 10.3c  11.0bc  0.5844
ﬁj‘gf‘gﬂ)GSH'PX 30.1d  91.7bc  89.4bc 96.1bc  92.0bc  93.0bc 113.5ab 118.1ab 143.9a 119.4ab 17.471
Contenido de
Se (mg mL™")

32.9a 33.1a 3332 32.5a 33.1a  32.5a 34.2a 32.6a 32.1a  33.0a 0.6528

0.04d 0.09d 0.11d  0.13cd 0.17ab 0.18a  0.16abc  0.15bcd  0.12d 0.17ab 0.0160

abed: Valores en un renglén con letra diferente son estadisticamente diferentes (p=<0.05) < Values in a row with different letters are
statistically different (p=<0.05).

"EEM: error estdndar de la media « EEM: standard error of the mean.

$Muestreos de sangre semanas 1, 2 y 3 en julio, %4 a10 cada mes de agosto de 2005 a febrero de 2006 % Blood sampling weeks 1, 2 and
3 in July, %4 to 10 each month from August 2005 to February 2006.

niveles séricos de Se similares en corderos tratados 200 -
con Se, Co y Zn en un bolo de cristal soluble, no 180 ‘Contfd
. —Selenio
obstante que el nivel de Se en suero fue adecuado 160
en el grupo testigo y tratado. Resultados similares se & 140
encontraron con bolos intraruminales con Se, Coy & 120
Zn en ovinos (Kendall ez al., 1997a,b; Kendall ez © 100
al., 1999; 2000). Por ello, la aplicacién intraruminal 80
de bolos con Se es un método adecuado, prictico, 28
seguro y econémico, para dar de forma sostenida un .
suplemento con algunos minerales traza como el Se 0
para mejorar la calidad del semen en la época repro- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ductiva. Mes

No hubo efecto de las interacciones para ninguna
de las variables de la calidad del semen (Cuadro 3).

El Se indujo mayor movilidad de los espermatozoi- Figura 1. Actividad de la enzima GSH-Px (U g Hb) en san-

des (p=<0.05), también aumenté la cantidad de es- gre de sementales Hampshire y Suffolk sin o con
permatozoides vivos (p=<0.05) y normales (p=<0.01) selenio en un bolo intraruminal. Los muestreos 1
al 3 corresponden a las semanas 1, 2 y 3 del mes
) de julio; los muestreos 4 al 10 corresponden a los
calidad de semen en cuanto a volumen (p=<0.01), meses de agosto de 2005 a febrero de 2006.

color (p=0.05), densidad (p=<0.01) y concentracién Figure 1. GSH-Px enzyme activity (U g~' Hb) in blood from
Hampshire and Suffolk rams with or without se-
lenium in an intra-ruminal bolus. Samples 1 to 3
correspond to weeks 1, 2 and 3 of July; samples 4 to
densidad (pS 0.01) y concentracion (p <0.05) de cé- 10 correspond to August 2005 to February 2006.

lulas espermiticas.

en el semen; los sementales Suffolk mostraron mejor

(p=<0.05). Los eyaculados extraidos en enero mos-
traron valores mayores en las variables de movilidad,
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El aumento significativo en las variables de mo-
vilidad, concentracién, espermatozoides vivos y nor-
males en el semen eyaculado de los sementales trata-
dos con Se es consistente con los resultados de (Ma-
hmoud ez al., 2013) en sementales ovinos de la raza
Ossimi tratados con Se y vitamina E; también coin-
ciden con los resultados de (El-Sharaw ez al., 2017)
en bufalos tratados con levadura de Se y selenito de
sodio. De forma similar, Kumar et 4/ (2013) indi-
caron que en sementales caprinos tratados con Se y
Zn orginicos se mejord significativamente su estado
antioxidativo, con lo cual los espermatozoides fueron
mejor protegidos del dafno oxidativo para producir
un esperma de mejor calidad.

El aumento de la movilidad de células espermati-
cas, asi como del porcentaje de espermatozoides vi-
vos y normales de sementales suplementados con Se,
probablemente se relaciona con la mayor actividad de
la enzima GSH-Px promovida por el Se suministrado
a través del bolo intraruminal. Esto coincide con los
hallazgos de Kendall ez 2/. (2000) en sementales ovi-
nos tratados con bolos de cristal soluble contenien-
do Zn, Co y Se. El Se adicional, suministrado con
un bolo intraruminal, incrementé la actividad de la
enzima GSH-Px mediante su funcién antioxidante,
proporcionando mayor proteccién contra la peroxi-
dacién lipidica espontdnea de la membrana plas-
mitica de la célula espermdtica creando una barrera
con permeabilidad selectiva, suministrando enzimas

The significant increase in the mobility variables,
concentration, live and normal sperm in the
¢jaculated semen of the rams treated with Se is
consistent with the results reported by Mahmoud ez
al. (2013) for Ossimi breed rams treated with Se and
vitamin E and, besides, besides, with the results in
buffaloes treated with Se yeast and sodium selenite
(El-Sharaw ez al., 2017). Similarly, Kumar ez al.
(2013) indicated that goat males treated with organic
Se and Zn significantly improved their antioxidant
status, the sperm was better protected from oxidative
damage and the sperm quality was better.

The increase in the sperm cells mobility, as well as
the percentage of live and normal sperm from rams
supplemented with Se, is probably related to the
increased activity of the GSH-Px enzyme promoted
by the intra-ruminal bolus. This coincides with
findings from Kendall ez 2/. (2000) in rams treated
with soluble crystal boluses containing Zn, Co and
Se. The additional Se supplied with intra-ruminal
bolus increased GSH-Px enzyme activity through its
antioxidant function, providing greater protection
against spontaneous lipid peroxidation of the
plasma membrane in sperm cells, creating a barrier
with selective permeability, supplying enzymes and
cytoplasmic substrates that increase mobility and
survival of the spermatozoid (Alvarez and Storey,
1984; Zubair et al., 2015). Therefore, in rams that

Cuadro 3. Promedios de las variablesde calidad del eyaculado proveniente de sementales ovinos de las razas Hampshire y Suffolk

sin y con selenio en bolo intraruminal.

Table 3. Averages of ejaculate quality variables from Hampshire and Suffolk rams with and without selenium in intra-ruminal

bolus.

Variable Selenio Raza Mes Efectos de?
Testigo  Bolo c/Se  Hampshire Suffolk Nov. Dic. Ene. EEM" Se Raza Mes

Volumen (mL) 0.91a 0.87a 0.80b 1.03a 0.86b 0.92a 0.86b 0.298 ns *x ns
Color (escala 1-5) 2.89a 2.98a 2.88b 3.02a 2.83a 2.96a 3.02a 0.416 ns * ns
Movilidad masal 320b 3472 3.20a 3402 3.04b  333b 369 0723 * ns
(escala 1-5)
Densidad 3.07a 2.98a 2.98b 3.37a 2.88b 3.10b 3.68a 0.687 ns x *x
Concentracién 1,850a  1,829a  1,729b  1,850a 1,723b 1,742b 1,892a 2564 ns = * = *
(millones/mL")
Células vivas (%) 92.18b 93.94a 92.72a 93.55a  93.50a 92.80a 92.70a 2.661 * ns ns
Células normales (%) 91.98b 94.33a 92.80a 93.04a  93.59a 92.6la 92.34a 2.562 ** ns ns

ab: Valores con diferente letra en un renglén son estadisticamente diferentes (p<0.05) % Values with different letter in a row are

statistically different (p=<0.05).

TEEM: error estandar de la media «+ EEM = standard error of the mean.
*NS: no significativo (p>0.05); *p=<0.05; **p=<0.01) NS = not significant (p 0.05), * p<0.05, ** p=<0.01).

836 VOLUMEN 52, NUMERO 6



ACTIVIDAD DE GSX-Px, CONCENTRACION DE SELENIO Y CALIDAD DEL EYACULADO EN SEMENTALES OVINOS

y sustratos citopldsmicos que incrementan la movi-
lidad y sobrevivencia del espermatozoide (Alvarez y
Storey, 1984; Zubair et al., 2015). Por lo tanto, los
sementales ovinos que recibieron el bolo con Se me-
joraron la calidad del semen probablemente median-
te la formacién de selenoproteinas en el tejido testi-
cular, con mayor estimulacién de la espermatogéne-
sis (Ahsan ez al., 2014). El Se afecta directamente las
células intersticiales de los testiculos, de esta forma,
puede mejorar la funcién testicular y la calidad del
semen (Underwood, 1977), y de forma indirecta, via
el efecto sobre la secrecién de hormonas de la gldn-
dula pituitaria anterior (Yousef ez 4/., 1990). El sumi-
nistro de Se combinado con vitamina E aumenta la
concentracién sérica de testosterona, la actividad de
la enzima GSH-Px, con mayor manifestacién de los
caracteres sexuales secundarios masculinos (Bearden
y Fuquay, 1997; Mahmoud ez 4/., 2013). Ademis, el
Se es necesario para el desarrollo de las células ger-
minales de los testiculos durante la formacién de los
espermatoziodes y tiene efectos positivos sobre el to-
tal de células germinales en adultos (Liu ez al., 1982).
En campo, la mejora en las variables indicadas en
nuestro estudio, puede influir favorablemente en la
calidad del eyaculado y, por lo tanto, en la fertilidad
del semen de los sementales; sin embargo, en ovinos,
estos resultados deben ser confirmados con nuevos
estudios.

CONCLUSIONES

Los bolos de cristal soluble con selenito de sodio
aumentan la concentracién de Se en suero y la ac-
tividad de la enzima GSH-Px de manera sostenida;
ademds, mejoran la movilidad y la viabilidad del eya-
culado de sementales Hampshire y Suffolk.
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CONCLUSIONS

Soluble bolus with sodium selenite increase Se
concentration in serum and GSH-Px enzyme activity
in a sustained manner; in addition, they improve the
mobility and viability of the ejaculate in Hampshire
and Suffolk rams.

—End of the English version—
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