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SUMMARY

The effect of selenium (Se) supplementation on the immune response to tetanus toxoid and Brucella abortus strain RB51 vaccines
was studied in heifers with a normal Se status (GSH-Px activity > 130 U/g Hb). Frisian heifers (n-32), 18 to 24 months old were
randomly allocated into two groups of 16 animals each. Animals from one group were supplemented (Se-S) with one dose of barium
selenate (1 mg/Se/kg. s.c.) on day 0; animals from the other group remained as a control without supplementation (No-S). The heifers
grazed during 9 months (April to January) a pasture that contained 0.04 ppm/DM of Se. All animals were vaccinated with Brucella
abortusstrain RB51 (day 60) and tetanus toxoid (days 120 and 150). Blood samples were obtained before supplementation and each 15
days until the end of the experiment. The Se status was assessed by determination of the blood GSH-Px activity. The specific antibodies
to antigens were determined by ELISA technique and the cellular inmune response to Brucella abortus antigen was determined by
intradermic reaction test. Selenium administration produced an increase (P < 0,05) in blood GSH-Px activity to between 339 and 579
U/g Hb during the immune response experimental period. Selenium administration did not affect the humoral immune response to
RB51 vaccine and tetanus toxoid (P > 0,05). However, the cellular inmune response to RB51 in Se-S heifers was decreased (P < 0,05).
It is concluded that Se supplementation in heifers with a normal Se status kept under farm conditions does not affect the humoral

immune response to RB51 vaccine and tetanus toxoid, but reduces the cellular immune response to RB51 vaccine.
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INTRODUCCION

El selenio (Se) es un componente esencial de la enzi-
ma glutation peroxidasa (GSH-Px) que se encarga de
catalizar la reduccion del peréxido de hidrégeno, prote-
giendo la célula del dafio causado por el estrés oxidativo
(Castillo y col 2001). El estrés oxidativo generado por la
deficiencia de Se en rumiantes se ha asociado con altera-
ciones musculares, reproductivas, tumorales, del creci-
miento, de la funcidn tiroidea y del sistema inmune
(Loépez-Alonso y col 1997).

Los requerimientos de Se en bovinos fluctian entre
0,1y 0,3 ppm (NRC 2001). Dietas con concentraciones
menores de 0,03 ppm se asocian con alteraciones de la
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salud y la produccion (Underwood y Suttle 1999). En el
sur de Chile, los sistemas de produccion bovina son prin-
cipalmente extensivos, por lo tanto, la principal fuente de
Se proviene de la alimentacion con pradera natural y fo-
rrajes conservados, que en un alto porcentaje son defi-
cientes de este microelemento (Ceballos y col 1998).

Para evitar los trastornos provocados por el bajo con-
tenido de Se de la alimentacién del ganado, es comun
suplementarlos administrando Se con la racién, mezclas
minerales o por via parenteral; esta practica muchas ve-
ces va asociada con la administracion de vacunas contra
las enfermedades prevalentes en la regién y, en particu-
lar, a la vacuna antibrucelécica RB51, utilizada en el plan
nacional de control y erradicacion de la brucelosis bovi-
na en Chile y en otros paises.

Los estudios con relacion al efecto del Se sobre la res-
puesta inmune a las vacunas, en particular sobre la vacu-
na contra brucelosis, son escasos; al respecto, sélo se se-
fiala que la suplementacion con Se en vaquillas no afecta
los titulos de anticuerpos a la vacuna antibrucelécica Cepa
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19 (Nemec y col 1990). Otros estudios, realizados con
diferentes estimulos antigénicos y distintas condiciones
experimentales, muestran resultados variables y algunas
veces contradictorios, ya que, en algunos casos, el Se se
asocia con un aumento y, en otros, con una disminucion
de la respuesta inmune humoral y celular (Finch y Turner
1996; Swecker 1997).

Debido a la importancia que tiene la integridad y el
normal funcionamiento del sistema inmune, tanto para
los mecanismos de defensa como para la inmunoprofilaxis
mediante vacunas, se planteo la necesidad de estudiar el
efecto de la suplementacion con Se sobre la respuesta in-
mune inducida por la vacuna Brucella abortuscepa RB51
y la vacuna Toxoide tetanico en un grupo de vaquillas en
pastoreo.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Se utilizaron 32 vaquillas Frisén Negro,
preencaste, entre 18 y 24 meses de edad, de 300 a 350 kg
de peso vivo y provenientes de un predio libre de tuber-
culosis, leucosis y brucelosis. Los animales se asignaron
al azar en dos grupos de 16 vaquillas cada uno, un grupo
suplementado con Se (Se-S) y otro control no suplemen-
tado (No-S). Todos los animales habian recibido la vacu-
na antibrucelosis RB51 entre los 6 y 8 meses de edad,
como parte del programa de vacunacién del predio. Los
animales fueron mantenidos durante 9 meses (abril a ene-
ro), en pradera natural con un contenido de Se en la pra-
dera de 0,04 ug/g base materia seca (determinado en el
Hill Laboratories. Hamilton, NZ) en muestras de forraje
obtenidas antes y después del periodo experimental.

Suplementacion con selenio. El grupo Se-S fue suplemen-
tado con 1 mg de Se/ kg/pv en forma de selenato de ba-
rio® en dosis Ginica de 1 ml/50 kg/pv. subcutaneo. De cada
vaquilla se tomaron simultaneamente dos muestras de san-
gre (cony sin heparina), por venopuncion coccigea previo
a la suplementacion (dia 0), y luego cada 15 dias durante
270 dias. El suero obtenido fue guardado a —20 °C hasta
su posterior analisis.

Evaluacién de la actividad sanguinea de glutatién
peroxidasa (GSH-Px). El balance nutricional de Se se eva-
lué en ambos grupos de animales mediante la actividad
sanguinea de GSH-Px en un hemolizado de las muestras
de sangre con heparina, empleando reactivos comerciales?,
basados en una técnica cinética compuesta NADPH-de-
pendiente, segun la modificacion del método descrito por
Pagliay Valentine en 1967 (Ceballos y col 1998). Las lec-
turas se realizaron en un espectrofotdmetro Hitachi 40203,

1 Deposel®, Young Animal Health Ltd., NZ.
2 RANSEL®. Laboratorios Randox, Crumlin, UK.
8 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim.
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La actividad de GSH-Px fue expresada en U/g Hb e inter-
pretada seguin Ceballos y Wittwer (1996), quienes sefialan
que valores menores a 60 U/g Hb son considerados defi-
cientes y sobre 130 U/g Hb son considerados apropiados.

Inmunizacion con la vacuna RB51. Con la finalidad de
evaluar la respuesta inmune humoral y celular a la vacu-
na Brucella abortus cepa RB514, todos los animales fue-
ron inmunizados con una dosis completa (1-3,4 x 10%9),
60 dias posteriores a la administracion de Se.

Preparacion antigénica del extracto total de RB51.
Brucella abortus cepa RB51 se cultivo en caldo TSB® a
37 °C bajo agitacion continua por 5 dias hasta obtener un
cultivo saturado con bacterias. Se centrifug6é a 12.000
r.p.m. por 10 minutos y se elimind el sobrenadante. El
pellet de bacterias se suspendi6 en agua destilada en un
volumen equivalente a 10% del volumen original del cal-
do saturado y se incubd bajo agitacion continua en bafio
Maria a 65 °C por 30 minutos. Luego se le agregd SDS®
para alcanzar una concentracion final de 0,5% y se incu-
b6 en un bafio hirviendo por 10 minutos. La preparacion
se centrifugd nuevamente y el sobrenadante se utilizd
como antigeno. La concentracidn de proteina se determi-
nd por el método de Bradford’.

Determinacion delarespuestainmune alavacuna RB51.
La respuesta humoral se determind por el método de
ELISA indirecto en muestras de suero (1: 2000) cada 15
dias durante 90 dias. En resumen, la placa de poliestireno
se sensibilizd con 0,5 ug de proteina del extracto total de
RB51 por pocillo y fue incubada con el suero a 4 °C du-
rante 18 horas. Para detectar los anticuerpos especificos
se utilizaron anticuerpos anti 1gG de bovino unidos a
peroxidasa®. La reaccion fue revelada con o-Phenylene-
diamine® y perdxido de hidrégeno como sustrato.

La respuesta inmune celular se evalu6 mediante prue-
bas de intradermorreaccion en los dos grupos de animales
previamente sensibilizados con la vacuna RB51. La deter-
minacion de la respuesta se obtuvo mediante inyeccion
intradérmica del extracto de BrucellaabortusRB51 en dosis
de 16 ug, 175 dias después de la vacunacion y la lectura se
realizo a las 72 horas postinoculacion. Como control de la
reaccion en los mismos animales se utilizo tuberculina
(PPD)y, como control del antigeno, la prueba intradérmica
se les aplicd a terneras no inmunizadas con RB51.

Inmunizacion con toxoide tetanico. Con el fin de inducir
y evaluar la respuesta inmune humoral, tanto primaria

4 Professional Biological Company, Denver, Co, USA.
5 Sigma, St. Louis, MO.

6 Sigma, St. Louis, MO.

7 Bio-Rad, Hercules CA.

8  Capel, ICN Pharmaceuticals, Inc. USA.

9 Sigma, USA.
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como secundaria, todos los animales recibieron una do-
ble inmunizacion con toxoide tetanico adsorbido con hi-
droxido de aluminiol® en dosis de 2,5 ml vias.c. (300 Lf/
ml). La primera inmunizacion se realiz6 120 dias post-
suplementacién con Se y la segunda inmunizacion, 30
dias después.

Determinacion de la respuesta inmune a la vacuna
Toxoide tetanico. La respuesta humoral se determind por
el método de ELISA indirecto en muestras de suero
(1:4000) cada 15 dias durante 75 dias, utilizando el mis-
mo protocolo que para determinar la respuesta a la vacu-
na RB51. En este caso las placas fueron sensibilizadas
con 1 ug de toxoide tetanico por pocillo, cuya concentra-
cién fue determinada por espectrofotometria, mediante
un kit comercial de proteinas totales!?.

Andlisis estadistico. Establecida la normalidad de la dis-
tribucién de los datos, mediante la prueba de Kolmogorov
y Smirnov, se calcularon los promedios y desviacion
estandar para cada grupo y dia de muestreo. La signi-
ficancia de las diferencias dentro del grupo se evalud
mediante analisis de varianza y cuando éstas fueron sig-
nificativas se identificaron con la prueba de comparacion
multiple de Tukey. Las diferencias entre los grupos se
evaluaron mediante la prueba “t” de Student (Zar 1996).
Los analisis se realizaron con el programa Graph-Pad-
Prism (version 3) usandose un valor de significancia de
P <0,05.

RESULTADOS

Al comienzo del estudio, previo a la suplementacién,
los animales de ambos grupos se encontraban con niveles
adecuados de GSH-Px. El grupo No-S present6 una leve
disminucion (P > 0,05) en la actividad de GSH-Px, pero
manteniéndose sobre los valores considerados como de-
ficientes durante todo el estudio (figura 1). La suple-
mentacion con Se aumento (P < 0,05) la actividad GSH-
Px desde los 30 dias a valores que fluctuaron entre 192 y
579 U/g Hb para llegar al final del periodo experimental
con 389 U/g Hb (figura 1).

La cinética de la respuesta inmune humoral a la doble
administracion de toxoide tetanico fue similar en ambos
grupos (figura 2). La respuesta humoral primaria produjo
un incremento (P < 0,05) en la concentracion sérica de
anticuerpos entre el dia 0 y 15, la segunda inmunizacion
(dia 30) elevd (P > 0,05) levemente los titulos del dia 15
en ambos grupos. No se observaron diferencias (P > 0,05)
entre los animales Se-S y No-S.

10" Instituto de Salud Pdblica de Chile, Santiago, Chile.
11 Sentinel Diagnostics, Milano, Italy.
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Dia 60: Inmunizacién con RB-51.

Dia 120: Primera Inmunizacion con toxoide tetanico.
Dia 150: Segunda Inmunizacién con toxoide tetanico.
P < 0,05 entre grupos.

Figura 1. Actividad sanguinea de GSH-Px (promedio + DE) en
vaquillas suplementadas (Se-S, n =16) y no suplementadas
(No-S, n = 16) con selenato de bario.

Blood GSH-Px activity (mean * SD) in heifers with (Se-S,
n = 16) and without (No-S, n = 16) supplementation with barium
selenate.
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Se: Suplementacion con selenio.

Dia 0: Primera inmunizacion con toxoide tetanico, 120 dias posterior a
la suplementacion con Se.

Dia 30: Segunda inmunizacién con toxoide tetanico.

P > 0,05 entre grupos.

Figura 2. Cinética de la produccion de anticuerpos (promedio £
DE) contra toxoide tetanico, en vaquillas suplementadas con
selenato de bario (Se-S) y no suplementadas (No-S) y vacuna-
das 120 y 150 dias postsuplementacion con selenio.

Kinetics (mean + SD) of the production of antibodies against
tetanus toxoid antigen in heifers supplemented (Se-S) and not
supplemented (No-S) with barium selenate, vaccinated 120 and 150 days
after the supplementation.

La administracion de la vacuna RB51 desarroll6 si-
milar cinética de produccién de anticuerpos en ambos
grupos de animales, observandose un aumento (P < 0,05)
entre el dia 0 y 15 postinmunizacién (figura 3). No se
observaron diferencias (P>0,05) en la produccién de
anticuerpos entre los animales Se-S y No-S.

A las 72 horas de iniciada la prueba de intra-
dermorreaccion a las proteinas de Brucella abortus se
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observo aumento de volumen e induracidn local en am-
bos grupos de animales. El aumento de volumen entre
lahora Oy lahora 72 fue de 0,32 + 0,26 cm para el gru-
po Se-Sy de 0,64 + 0,36 cmenel grupo No-S (P < 0,05).
Las pruebas de intradermorreaccion realizadas con
tuberculina en los mismos animales y las realizadas con
extracto de RB51 en terneras no vacunadas contra
brucelosis fueron negativas.
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Se: Suplementacion con selenio.

Dia 0: Inmunizacién con RB-51, 60 dias posterior a la suplementacion
con Se.

P > 0,05 entre grupos.

Figura 3. Cinética de la produccion de anticuerpos (promedio
+ DE) contra proteina total de RB51, en vaquillas suplementa-
das con selenato de bario (Se-S) y no suplementadas (No-S) y
vacunadas 60 dias después de la suplementacién con selenio.

Kinetics (mean + SD) of the production of antibodies against
total protein of strain RB51 antigen in heifers supplemented (Se-S) and
not supplemented (No-S), with barium selenate vaccinated 120 and 150
days after the supplementation.

DISCUSION

La concentracion de Se en el forraje utilizado para
alimentar bovinos a pastoreo debe tener sobre 0,03 ng/g
base materia seca, ya que dietas con concentraciones
menores se asocian con alteraciones en la salud y la pro-
duccidn del ganado (Underwood y Suttle 1999). Aun cuan-
do el predio en que se realizé el estudio tenia un conteni-
do de Se en el forraje solo levemente sobre dichos valores,
los animales utilizados en la investigacion mantenian una
actividad de GSH-Px adecuada antes de la suple-
mentacion. Esta condicion sugiere que se encontraban con
un adecuado balance metabélico de Se, ya que la activi-
dad de esta enzima es un buen indicador de su estatus en
rumiantes (Stowe y Herdt 1992). Si bien es cierto que
factores estacionales determinan fluctuaciones en la acti-
vidad de GSH-Px sanguinea (Ceballos y col 1998), es
importante sefialar que coincidente con el descenso en la
actividad de GSH-Px el dia 270 postsuplementacion, las
vaquillas se encontraban en el primer tercio de la gesta-
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cién, condicion que guarda relacion con mayores reque-
rimientos de nutrientes y minerales (NRC 2001).

La suplementacion con selenato de bario tiene la ven-
taja que una dosis es capaz de mantener los niveles de Se
durante varios meses (Lee y col 1999) y ha sido utilizada
exitosamente en bovinos a pastoreo del sur de Chile
(Wittwer y col 2002). En nuestro estudio, la administra-
cién de selenato de bario provocéd un aumento de la acti-
vidad de GSH-Px desde el dia 30, alcanzando valores entre
339 a 579 U/g Hb durante el periodo de estudio de la
respuesta inmune. Bajo estas condiciones, la ausencia de
diferencias en la respuesta inmune humoral al toxoide
tetanico contrasta con lo sefialado por Larsen y col
(1988a), quienes describen aumento de la respuesta in-
mune humoral en ovinos suplementados con Se.

Por otra parte, el aumento observado en los titulos de
anticuerpos contra RB51 entre el dia 0 y 15, en ambos
grupos de animales, corresponde a la respuesta secunda-
ria, ya que las vaquillas habian sido vacunadas con RB51
entre los 6 y 8 meses edad, de acuerdo al programa nacio-
nal de control de brucelosis. La ausencia de diferencias
entre ambos grupos a lo largo del periodo de estudio su-
giere que la concentracidn de anticuerpos no se ve afecta-
da por la suplementacion con Se, similar a lo sefialado
por Nemec y col (1990) en un estudio realizado en
vaquillas suplementadas con Se via oral y estimuladas
con lavacuna antibrucelosis Cepa 19. En este mismo sen-
tido, diversos autores, utilizando estimulos antigénicos
distintos a los de Brucella abortus, sefialan que la
suplementacidn con Se en animales Se-deficientes no pro-
duce efecto sobre la respuesta mediada por anticuerpos
(Finch y Turner 1986; Blodgett y col 1986; McDonald y
col 1989; Nicholson y col 1993). No obstante, bajo dis-
tintas condiciones experimentales, también se ha sefiala-
do que la deficiencia de Se en terneros en algunos casos
no afecta (Reffet y col 1986) y en otros disminuye la res-
puesta inmune humoral (Reffet y col 1988).

La mayoria de los estudios realizados, tanto in vivo
como in vitro para determinar el efecto del Se sobre la
inmunidad celular, se basan en el efecto de la suple-
mentacion con Se o la deficiencia de este mineral, gene-
ralmente midiendo la reaccion a mitdégenos o la produc-
cion de linfocinas (Finch y Turner 1996). Las distintas
condiciones experimentales en que se realizaron estos
estudios hacen que los resultados se presenten contra-
dictorios y dificilmente comparables. Por una parte, se
sefiala que la suplementacion con Se no influye en la
respuesta celular (Segerson y Spears 1985; Blodgett y
col 1986; Turner y col 1985), que la suplementacion
mejora esta respuesta (Turner y col 1985; Stabel y col
1990) y también la disminuye (Larsen y col 1988b). Por
otra parte, otros estudios sefialan que la deficiencia de
Se no afecta la inmunidad celular (Aziz y Klesius 1985;
Wuryastuti y col 1993) y otros sefialan que la disminu-
ye (Turnery col 1984). En nuestro estudio, llama la aten-
cion el efecto negativo de la suplementacién con Se so-
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bre la respuesta inmune celular, medida a través de la
reaccion dérmica. Esta observacion es de particular im-
portancia, ya que la respuesta celular es responsable de
la proteccidn contra la infeccion natural por Brucella
abortus (Oliveiray col 2002; Wyckoff 2002). Con rela-
cion a este paradojal efecto, en rumiantes se ha visto
que bajas dosis de Se son efectivas para aumentar las
respuestas linfociticas invitro, pero altas dosis del mis-
mo inhiben estas respuestas e incluso pueden tener un
efecto tdxico sobre las células (Finch y Turner 1989;
Stabel y col 1990). Esto podria explicar en parte los re-
sultados obtenidos en el presente trabajo, ya que la
suplementacién con Se se efectu6 en animales con un
balance normal del mineral.

La asociacion entre la deficiencia de Se y diversas
patologias se encuentra bien establecida y ampliamente
documentada (L6pez-Alonso y col 1997). Sin embargo,
los efectos sobre la inmunidad son mas dificiles de
correlacionar e interpretar. Aun asi, de acuerdo a la dis-
cusion previa es posible plantear como hipdtesis que un
exceso en el aporte de Se o una dosis adecuada adminis-
trada en animales con un balance normal de Se, podria
afectar negativamente los mecanismos reguladores de la
respuesta inmune celular. Resolver esta hipotesis es de
importancia relevante en los animales domésticos, ya que
la suplementacion normalmente se realiza asociada a es-
guemas de vacunacion, particularmente el usado para el
control de la brucelosis bovina. Ademas, esta respuesta
juega un rol significativo en la defensa contra la infec-
cién natural por patégenos intracelulares.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la
suplementacién con Se en vaquillas en pastoreo y con
niveles adecuados de este mineral en el organismo, no
afecta la respuesta inmune humoral al toxoide tetanico ni
a la vacuna RB51, sin embargo, disminuye la respuesta
inmune celular a la vacuna RB51. Debido a las impli-
ciones clinicas que podria tener este hecho, es aconseja-
ble realizar nuevos estudios orientados a determinar el
rango en el cual el aporte de Se modula la respuesta
inmune.

RESUMEN

El trabajo tiene por objetivo evaluar el efecto de una
suplementacion con selenio (Se) sobre la respuesta inmune a
las vacunas Toxoide tetanico y Brucella abortus cepa RB51
en vaquillas con un adecuado balance metabdlico de selenio
(GSH-Px >130 U/g Hb). Para ello se empelaron 32 vaquillas
Friesian de 18 a 24 meses de edad, asignadas al azar a dos
grupos de 16 animales; uno suplementado (Se-S) el dia 0 con
una dosis de selenato de bario (1 mg Se/kg, s.c.), perma-
neciendo el otro como control no suplementado (No-S). To-
das las vaquillas fueron mantenidas durante 9 meses (abril a
enero) a pastoreo sobre una pradera naturalizada con un con-
tenido de Se de 0,04 ppm/MS.

Los animales fueron inmunizados con vacuna RB51 el dia
60 y posteriormente con Toxoide tetanico los dias 120 y 150.

Muestras de sangre fueron obtenidas previo a la suplementacion
y cada 15 dias hasta el término del experimento. El balance
metabdlico de selenio fue evaluado mediante la actividad
sanguinea de Glutation peroxidasa (GSH-Px). La respuesta
inmune humoral se evalué determinando los anticuerpos séricos
especificos para ambos antigenos mediante ELISAy la respuesta
inmune celular mediante pruebas de intradermorreaccion a
antigenos de Brucella abortus.

La administracion de Se aumentd (P < 0,05) la actividad
de GSH-Px, alcanzando valores entre 339 a 579 U/g Hb durante
el periodo de estudio de la respuesta inmune. La respuesta
humoral a la vacuna RB51 y al toxoide tetanico fue similar
(P > 0,05) en ambos grupos experimentales, mientras que la
respuesta celular a la vacuna RB51 fue menor (P < 0,05) en el
grupo Se-S.

Los resultados permiten concluir que la suplementacién con
Se en vaquillas con un adecuado balance nutricional de Se y en
condiciones de campo, no afecta la respuesta inmune humoral a
la vacuna RB51 ni al toxoide tetanico; sin embargo, disminuye
la respuesta inmune celular a la vacuna RB51.
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