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Resumen — El objetivo de este estudio fue determinar el balance metabdlico nutricional de Cu, Zn, Fe, Mny Se,
mediante la actividad sanguinea de SOD y GSH-Px y establecer la relacion entre la concentracion de Cu, Fe, Mn
y Znenel forraje y la actividad de SOD. Se tomaron 10 mL de sangre a 105 novillas seleccionadas en 15 rebafios
lecheros de Caldas, Colombia (5°4' N y 75°3' O) y se tomaron muestras de forrajes para analizar Cu, Fe, Mny Zn.
El promedio de la actividad de SOD fue 1.390+1.299 U g* Hb, y estaba correlacionada con Cu, Mn'y Fe en el
forraje. La actividad promedio de GSH-Px fue 389+184 U g* Hb y fue observada una mayor frecuencia de valores
deficitarios y bajo/marginales de 9%, habiendo sido mas afectados los animales de zonas altas (>2.000 msnm).
Bajo estas condiciones, estos resultados permiten sefialar que la SOD es una enzima que puede emplearse como
indicador del balance metabdlico nutricional de Cu, Mn y Fe en bovinos a pastoreo, no esta clara todavia su
relacién con Zn. La actividad de GSH-Px indica deficiencias en el balance metabdlico nutricional de Se, en
bovinos a pastoreo.

Términos para indexacién: bovinos, oligoelementos, antioxidantes, enzimas.

Blood activity of superoxide dismutase and glutathione peroxidase
in grazing dairy heifers

Abstract — The objective of this study dealt with the evaluation of the metabolic nutritional status of Cu, Zn,
Mn, Fe and Se in grazing dairy heifers, through the determination of the activity of SOD and GSH-Px in blood.
Blood samples (10 mL) were taken from 105 heifers randomly selected in 15 dairy farms in Caldas, Colombia (5°4' N
y 75°3" W). Forage samples were also collected to analyze Cu, Fe, Mn, and Zn. Mean activity of SOD
was 1,390+1,299 U g* Hb, and it was related to the content of Cu, Mn, and Fe in the forage. Mean blood activity
of GSH-Px was 389+184 U g Hb. The highest frequency of values under the reference was about 9%; animals
located over 2,000 m over sea level were the most affected. SOD is useful to determine the nutritional metabolic
status of Cu, Mn and Fe, but the relationship with Zn is not clear yet, and requires further investigations. The
blood activity of GSH-Px in grazing animals, was under the reference values, indicating Se deficiencies.

Index terms: bovine, oligoelements, antioxidants, enzymes.

Introduccion

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son
generadas en procesos metabdlicos normales y no son
nocivas en todos los casos, ya que los antioxidantes son
la respuesta fisiol6gica de defensa contra los ERO
(Miller et al., 1993). El anion superoxido y el peréxido
de hidrogeno son algunos ejemplos de ERO rela-
cionados con diferentes respuestas organicas y son
metabolizados por algunas enzimas antioxidantes (Miller

et al., 1993; Murray et al., 2000). Un desequilibrio entre
la produccion de ERO y los antioxidantes puede iniciar
reacciones oxidativas en cadena y peroxidacion lipidica
que causan dafios celulares graves (Miller et al., 1993;
Campbell & Miller, 1998; Murray et al., 2000).

En la célula se encuentran, entre otras, las enzimas
antioxidantes superoxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1)
y glutation peroxidasa (GSH-Px, EC 1.11.1.9) (Miller
et al., 1993; Murray et al., 2000), encargadas de catalizar
reacciones que reducen los ERO evitando los dafios que
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causan estrés oxidativo (Miller et al., 1993). Los
oligoelementos cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn)
y zinc (Zn) forman parte de la estructura proteica de la
SOD, mientras que el selenio (Se) forma parte de la
GSH-Px; ambas enzimas se encuentran en el citosol y
su funcion es la reduccion del anién superéxido y del
peréxido de hidrégeno, respectivamente, brindando
proteccion a la célulay al organismo (Miller et al., 1993;
Murray et al., 2000).

La caracteristica de ser metaloenzimas permite que
la determinacién de su actividad pueda ser utilizada
como marcador bioldgico del estado metabdlico
nutricional de los minerales que forman su estructura
(Hambidge, 2003), cuya actividad en bovinos fue des-
crita por Awadeh et al. (1998), Wichtel (1998), Wittwer
et al. (2002); en equinos por Ceballos et al. (1998b); y
en porcinos por Lauridsen et al. (1999). Pese a lo ante-
rior, en bovinos no se ha sefialado la actividad de SOD
dependiente de Fe y Mn.

La deficiencia en el consumo de esos minerales o la
presencia de factores que puedan interferir en su meta-
bolismo, especialmente en bovinos mantenidos en
pastoreo, ocasionaria una disminucion de la actividad
enzimatica, asociada con baja ganancia de peso (Wichtel
et al., 1996), disminucion de la calidad de la carne
(Lauridsen et al., 1999), casos de mastitis y aumento en
el recuento de células somaticas (Scaletti et al., 2003),
enfermedad del musculo blanco, retencion de placenta,
diarrea, abortos, partos prematuros y alta mortalidad
neonatal (Miller et al., 1993; Kincaid, 1995; Mee &
Rogers, 1996; Wichtel, 1998), disminucion en la eficiencia
reproductiva (Dargatz & Ross, 1996; Campbell & Miller,
1998), depresion inmunoldgica (Xin et al., 1991; Awadeh
et al., 1998; Scaletti et al., 2003), anemia, baja calidad
seminal y disminucion de grasa en la leche (Underwood
& Suttle, 1999).

La concentracion de Se, Cu y Zn en los suelos y
forrajes es variable en diferentes regiones del mundo;
encuéntranse zonas con concentraciones deficitarias en
la costa oeste de Estados Unidos y Canada, amplias
areas en China y Australia, Nueva Zelanda, los paises
escandinavos, sur de Francia, la region balcanica, norte
de Inglaterra y Escocia ( Dargatz & Ross, 1996; Mee
& Rogers, 1996; Wichtel, 1998; Pavlata et al., 2002).
Igualmente en Suramérica se han encontrado zonas con
concentraciones deficitarias de Se en forrajes (Ceballos
et al., 1999). En Colombia no hay informacion
actualizada con respecto al contenido de oligoelementos
en forrajes, pese a ello, se han observado
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concentraciones consideradas deficitarias en los pastos
del pais (Laredo & Cuesta, 1987), probablemente como
reflejo de las caracteristicas de los suelos colombianos
(Malagon et al., 1995).

El objetivo de este estudio fue determinar el balance
metabdlico nutricional de Cu, Fe, Mn, Zny Se, mediante
la actividad sanguinea de SOD y GSH-Px en bovinos
en crecimiento (novillas) a pastoreo, en explotaciones
lecheras de Caldas, Colombia, ademas de establecer la
eventual relacion entre la concentracion de Cu, Fe, Mn
y Zn en el forraje y la actividad sanguinea de SOD.

Material y Métodos

Se seleccionaron 15 explotaciones lecheras del
suroccidente del departamento de Caldas, Colombia
(5°4' N y 75°3' O), teniéndose en cuenta su ubicacion
geografica y clasificandolas como zona baja
(ZB: <1.000 msnm), zona media (ZM: entre 1.000 y
2.000 msnm) y zona alta (ZA: >2.000 msnm), tipo de
produccidn, grado de tecnificacion, que llevaron registros
y que los animales no recibieron un suplemento mineral
adicional a la sal mineralizada consumida, cuyo rango
composicional esta descrito en el Cuadro 1.

Las explotaciones seleccionadas fueron clasificadas
como lecheria especializada en sistema de pastoreo in-
tensivo. La raza predominante fue Holstein y algunos
mestizajes con Pardo Suizo, Gyr lechero y Brahman.
En las diferentes explotaciones estudiadas, las gramineas
fueron la principal fuente de alimentacion para los
animales, habiéndose encontrado distintas variedades,
segun la ubicacién geografica de la explotacion, como:
Kikuyo (Pennisetum clandestinum), Falsapoa (Holcus
lanatus) y Rye grass (Lolium sp.) en la zona alta;
Estrella (Cynodon sp.), Brachiaria (Brachiaria sp.) y

Cuadro 1. Rango de la composicion mineral de los suplemen-
tos utilizados en 15 explotaciones lecheras de Caldas,
Colombia.

Mineral Contenido de minerales (rango)

NaCl (%) 28-41
Ca (%) 4-18
P (%) 4-8

S (%) 2,5-5,0
Mg (%) 0,3-3,5
Cu (%) 0,1-0,6
Co (ppm) 40-100
Zn (ppm) 400-1.000
Se (ppm) 0-40
1 (ppm) 100-300
Mn (ppm) 0-0
Fe (ppm) 0-0

F (ppm) 400-800
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Guinea (Panicum maximum) en las zonas media y baja.
El sistema de pastoreo era directo rotacional,
suplementado con sales minerales (Cuadro 1) en una
cantidad diaria entre 30 y 60 g por novilla; el agua se
mantuvo a voluntad. En ninguna de las explotaciones se
administraban alimentos concentrados a las novillas
seleccionadas.

Entre los meses de mayo Yy julio de 2003, en cada
explotacion se escogieron al azar siete novillas, con una
edad promedio inferior a dos afios; a cada una se le
extrajeron 10 mL de sangre con heparina, mediante
venopuncion coccigea empleandose tubos al vacio. Las
muestras fueron refrigeradas y llevadas al Laboratorio
de Patologia Clinica de la Universidad de Caldas, en las
12 horas siguientes, para su analisis. También se tomaron
muestras de forraje de las praderas, destinadas al con-
sumo animal, el mismo dia en que se obtuvo la sangre.

Se escogieron al azar 10 submuestras (100 g), de
diferentes sitios, en los potreros que estaban listos para
ser consumidos por las novillas; las muestras fueron
cortadas a 10 cm del suelo. Posteriormente, se
homogeneizaron y se obtuvieron 500 g que fueron
inmediatamente almacenados en bolsa de papel y en un
lapso de 12 horas remitidos al Laboratorio de
Bromatologia, de la Universidad de Caldas, para su
analisis. Los resultados se presentan consolidados para
cada zona geogréfica.

Inicialmente, se determind la concentracién de
hemoglobina utilizdndose el método de
cianometahemoglobina; posteriormente, se separaron los
eritrocitos contenidos en 500 uL de sangre, mediante
centrifugaciones sucesivas a 3.000 rpm por 10 minutos,
se hemolizaron con agua destilada a 4°C y se hizo una
dilucion 1:50 con diluyente Ransod, para determinarse
la actividad de SOD, mediante un método colorimétrico.
Para la actividad de GSH-Px, la sangre fue hemolizada
con diluyente Ransel, en una proporcion 1:41y laactividad
fue determinada por una técnica cinética descrita por
Ceballos et al. (1998a). El resultado de ambas pruebas
fue expresado en U g Hb. La concentracién de Cu,
Zn, Fe y Mn en el forraje se analiz6 mediante
espectrofotometria de absorcion atomica.

Los datos se presentan mediante la obtencion de
las estimadas promedio, desviacion estandar, rango, co-
eficiente de variacion e intervalo de confianza al 95%
(Daniel, 2002). La comparacion entre las medias de los
grupos se hizo con el analisis de varianza ANDEVA para
GSH-Px, considerandose un solo factor, determinado por
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la zona geografica donde se encontraba el predio (ZB,
ZM o ZA) siguiéndose el modelo: X; = p + 1, + &, donde
Xjj es la observacion; p es la media general; T; es la
media del efecto del factor zona geografica; € es el
error. Para la comparacion de la actividad de SOD, en-
tre las diferentes zonas geograficas, se emple6 un mé-
todo de andlisis de medianas jerarquizado (método de
Kruskal-Wallis), dado el tipo de distribucion de los datos
(Daniel, 2002). Para ambas comparaciones se fijo la
significancia en p<0,05. La eventual asociacion, entre la
concentracion en forraje de Cu, Zn, Mny Fe y laactividad
sanguinea de SOD en las novillas, se obtuvo mediante
una regresion lineal simple (Daniel, 2002). Se obtuvo la
frecuencia de valores alterados para la actividad de
GSH-Px, agrupandolos en deficitarios (<60 U g1 Hb),
bajos (60-100 U g1 Hb) o marginales (100-130 U ¢!
Hb) (Ceballos et al., 1998a).

Resultados y Discusion

El promedio para la actividad de la SOD fue de
1.390+1.299 U g1 Hb, con un rango entre 218 y
10.848 U g1 Hb (Cuadro 2). Se encuentra una
informacion escasa acerca de la actividad de SOD en
bovinos, los datos referenciales para su actividad san-
guinea son limitados y la técnica para determinar la
actividad varia entre las publicaciones consultadas (Xin
etal., 1991; Arthington et al., 1996). En otros estudios
realizados con bovinos lecheros, en la misma zona geo-
grafica, Ceballos et al. (2003) describen valores simila-
res a los observados en este estudio, para la actividad
sanguinea de SOD. En estudios realizados con otras
especies como equinos (Ceballos et al., 1998b), la
actividad de SOD encontrada es similar a la de este

Cuadro 2. Promedio, desviacion estandar (DE), rango, inter-
valo de confianza (IC) y coeficiente de variacion (CV), para la
actividad sanguinea de superoxido dismutasa (SOD) y
glutatién peroxidasa (GSH-Px), en novillas a pastoreo en
15 explotaciones lecheras de Caldas, Colombia.

Ubicacion geogrifica”  PromedioDE”  Rango IC CV (%)
SOD (U g' Hb)
7B 1.090+588a  312-2.891  2.640-4.870 54
ZM 1.661£1.902b  218-10.848 4.410-6.880 115
ZA 1.42141.015¢ 262-4.189  1.070-1.170 71
GSH-Px (U g Hb)
ZB 470+141a 65-783 422-519 30
ZM 418+203a 65-936 348-488 49
ZA 279+149b 57-558 228-330 54

1ZB: <1.000 msnm; ZM: 1.000-2.000 msnm; ZA: >2.000 msnm.
(@Promedios seguidos de letras diferentes presentan diferencias al 5%
de probabilidad, en la prueba de analisis de varianza.
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estudio, pero con coeficientes de variacion descritos in-
feriores.

El coeficiente de variacion para la actividad de SOD,
en este estudio, fue mas bajo dentro de los grupos que
entre los grupos, lo que indica que su determinacion seria
atil para establecer alteraciones debidas a factores
nutricionales, ya que variaciones elevadas se encuentran
asociadas con factores no homeostaticos o fisiologicos,
lo que refleja, en mejor forma, cambios en el manejo
nutricional de los animales (Herdt, 2000). Ademas, la
actividad de SOD depende del consumo de minerales
como Cuy Zn (Underwood & Suttle, 1999), lo que la
convierte en un marcador bioldgico confiable, afectado
por el consumo de estos minerales y hacela dtil para
conocerse el balance metabolico nutricional de ellos (Xin
et al., 1991; Arthington et al., 1996; Hambidge, 2003).
Lo anterior indica la necesidad de recolectarse mayores
antecedentes, con respecto a los valores referenciales
para la actividad de esta enzima en bovinos y
correlacionarla con la concentracion sérica de minerales
como Cu, Fe, Mny Zn.

La concentracion de minerales, observada en las
muestras de forrajes, se presenta en el Cuadro 3. Algunas
de las explotaciones presentaron valores inferiores al
considerado como critico para bovinos en pastoreo
(Underwood & Suttle, 1999) y similares a lo descrito
para las mismas gramineas en Colombia (Laredo &
Cuesta, 1987). El contenido de Cu, Fe y Mn vari6 segun
la zona geografica y ademas se correlacionaba con la
actividad de SOD, en sangre de las novillas que

Cuadro 3. Promedio, desviacion estandar (DE), rango y coefi-
ciente de variacion (CV), para la concentracion de Cu, Fe, Mn
y Zn, en el forraje de 15 explotaciones lecheras, agrupadas
segln su ubicacién geogréafica en Caldas, Colombia.

Ubicacion geografica’  Promedio+DE Rango CV (%)

Cu

7B 9,5+5,0 6,0-19,5 60

ZM 9,5£3,5 5,1-13,4 37

ZA 24,7+4,7 5,4-81,0 19
Fe

ZB 175,2+128,4 70,7-376,7 73

M 207,0+86,4 114,9-334,3 42

ZA 145,8+171,7 6,6-442,7 118
Mn

7B 42,8+21,8 21,6-65,8 51

M 71,6+40,3 14,8-126,2 56

ZA 30,6+16,6 3,4-464 54
Zn

7B 22,9494 7,7-32,7 41

ZM 29,9+45,1 25,0-38,5 17

ZA 28,0£16,1 2,2-42,6 57

DZB: <1.000 msnm; ZM: 1.000-2.000 msnm; ZA: >2.000 msnm.
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pastoreaban alli (Figura 1), lo que indica que frente a
variaciones en el contenido de Cu, Fe y Mn, la actividad
enzimatica en el animal sera diferente, reflejando las
diferencias en el consumo de ellos. La actividad de SOD
es dependiente de la concentracion de Cu en la dieta del
animal (Xinet al., 1991; Arthington et al., 1996; Lauridsen
et al., 1999); pero, no se ha reportado, en la literatura
consultada, que la actividad de esta enzima en el bovino
estuviera asociada con la concentracion de Fe y Mn;
sin embargo, se ha descrito que hay isoenzimas SOD
Fe- y Mn-dependientes (Murray et al., 2000).

Se observo una tendencia hacia una correlacion in-
versa para la actividad de SOD con la concentracion de
Zn (Figura 1). Pese a lo anterior, se ha reportado que la
actividad de la SOD puede estar relacionada con el con-
sumo de Zn en la dieta, habiéndose descrito que hay
isoenzimas SOD dependientes de Zn (Murray et al.,
2000). Por lo anterior, en rumiantes hay presencia de
otras formas de SOD, dependientes de minerales dife-
rentes del Cu, lo que indicaria que la determinacion de
la actividad sanguinea de SOD no solo esta relacionada
con el balance metabdlico nutricional del Cu, sino de
otros como Fe y Mn, lo que requiere investigaciones
posteriores.

El promedio y desviacion estandar para la actividad de
GSH-Px, en los animales objeto del estudio,
fue 389+184 U g Hb, con un rango entre 57 y
936 U g1 Hb (Cuadro 2). Los valores hallados en este
estudio para GSH-Px son similares a los encontrados por
Ceballos et al. (2003), pero trabajos realizados en otros
paises revelan actividades mas bajas, ubicandose en los
rangos marginales, segun los valores referenciales
(Ceballos et al., 1998a; Wittwer et al., 2002).

La dieta de las novillas en este estudio estaba basada
en pastoreo, por lo tanto, es directa la repercusion que
ejerce lacomposicion del forraje sobre el balance meta-
bélico nutricional de los animales. Asi, se ha sefialado
que la concentracion de Se, en el forraje, guarda una
relacion directa con la actividad sanguinea de GSH-Px
en bovinos a pastoreo (Ceballos et al., 1999). Por lo
anterior, la actividad de GSH-Px en sangre de novillas,
mantenidas en sistemas pastoriles, proporcionara un
acercamiento al balance metabolico de Se en el animal.

En este estudio se encontraron animales con
actividades deficitarias, bajas o marginales (Figura 2),
compatibles con una deficiencia metabdlica nutricional
de Se. El promedio més bajo para la actividad de GSH-
Px se encontrd en la zona alta (Cuadro 2). Otros estudios
revelan que los bajos niveles de Se, tanto en suelo como
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en forraje de zonas altas, pueden ser debidos a factores
edaficos propios de la zona, a la alta pluviosidad que
causa la lixiviaciony la dilucion del mineral, y a un répi-
do crecimiento de ciertas especies forrajeras, que captan
el mineral, evitando su disponibilidad en los forrajes que
consumen los animales en pastoreo (Underwood &
Suttle, 1999).

Asimismo, teniéndose en cuenta que las fincas de zona
alta se encuentran en una region con influencia volcanica,
debido a la cercania con el volcan “Nevado del Ruiz”,
esta zona puede tener altas concentraciones de azufre
(S) por el origen del suelo y por las emanaciones de
ceniza volcanica y presencia de aguas termales
subterréaneas, entre otras. EI S es un mineral
molecularmente similar al Se, presentandose una
interaccion antagonica entre ambos; asi, se han repor-
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tado estudios, en los cuales se ha observado que el in-
cremento en el consumo de S disminuye, en forma lineal,
la concentracion de Se en el animal (Ivancic Junior &
Weiss, 2001). En este estudio no se verifico cual era el
contenido de S en suelos de zonas altas; pero, por su
origen volcanico, es presumible que posean una alta
concentracion para este mineral (Malagon et al., 1995)
y, en consecuencia, en los forrajes que crecen alli.
Ademas, el S posee la misma ruta de absorcion en los
rumiantes que los selenitos (Underwood & Suttle, 1999),
principal fuente de Se en la mayoria de las sales
mineralizadas en Colombia. También se ha sefialado que
el exceso de S disminuye la absorcion de Se en bovinos
(Underwood & Suttle, 1999; Ivancic Junior & Weiss,
2001). Otro factor a tenerse en cuenta es que las fin-
cas, en esa zona, se caracterizan por ser explotaciones

4500 7

y =590 +4,5x [
r=0,58 (p<0,05)

3375

SOD (U g' Hb)
N
3
|

1125
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Fe (ppm)
5000
y = 1990 - 22x
£ =-0.24 (p>0,05) .
4000
=
T 30001 .
on
2
A 20001
o
wn
1000 -
O T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Zn (ppm)

Figura 1. Linea de regresion y correlacion entre la concentracion de Cu, Fe, Mn 'y Zn en forrajes y la actividad sanguinea de
superéxido dismutasa (SOD), en novillas mantenidas bajo condiciones de pastoreo.
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Figura 2. Frecuencia de novillas a pastoreo, con actividad
sanguinea de GSH-Px deficiente (<60 U g Hb), baja
(60-100 U g1 Hb), marginal (101-130 Ug-! Hb) y adecuada
(>130 U g1 Hb), en 15 rebafios lecheros de Caldas, Colombia.

intensivas altamente dependientes de insumos agrico-
las, por lo que la aplicacion de fertilizantes fosforados
también puede disminuir la concentracion edéfica de Se
(Underwood & Suttle, 1999).

Conclusiones

1. La actividad sanguinea de SOD, en bovinos a
pastoreo, depende de la concentracion de Cu, Fe y Mn
en laraciony puede utilizarse como marcador bioldgico
del metabolismo de estos minerales.

2. En Caldas, Colombia, se presentan animales con
valores de GSH-Px compatibles con una deficiencia
baja/marginal de Se en la dieta.

3. La actividad de GSH-Px varia segun la ubicacion
geografica de la explotaciéon y se observa la mayor
frecuencia de individuos con valores alterados en zonas
altas (>2.000 msnm).

4. La suplementacion con oligoelementos, en novillas
a pastoreo, debe ajustarse segin la composicion mine-
ral de los forrajes consumidos.
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