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RESUMEN

SERRET GONZALEZ MAURILIO. Efecto del acido lipoico sobre algunos indicadores
del estrés oxidativo en pollos de engorda. (Comité tutorial: MVZ MSc Ernesto Avila

Gonzalez, MVZ MC Antonio Diaz Cruz v Dr Carlos Lopez Coello).

Con ¢l objetivo de evaluar la adicion de a-acido lipoico (AL) en la dieta, sobre ¢l estado
oxidativo hepatico, asi como sobre los parametros productivos comerciales en el pollo de
engorda, se realizd este experimento con un disefio completamente aleatorizado, donde se
utilizaron 1032 pollos mixtos Avian Farm X Arbor Acres de un dia de edad, alimentados ad
libitum durante todo su ciclo, alojados en una caseta de ambiente natural. Los pollos se
distribuyeron al azar en 24 lotes en grupos de 43 pollos cada uno; cada {ratamiento tuvo seis
repeticiones. Los tratamientos fueron: 1. Dieta convencional sin AL, 2. Dieta convencional
mas 10 ppm de AL, 3. Dieta convencional mas 20 ppm de AL y 4. Dieta convencional mas
40 ppm de AL. En la etapa de iniciacién no se¢ encontraron diferencias (P>0.05) en los
parametros productivos. A diferencia de la etapa de finalizacion cn donde hubo una
disminucion (P<0.05) del consumo de alimento, que fue menor (P<0.05) en el tratamiento 3;
en ganancia de peso, el tratamiento 4 fue (P<0.05) el mas pesado de todos y con una
conversion alimenticia estadisticamente (P<0.05) menor. En el analisis de 0 @ 7 semanas la
conversidn alimenticia en el tratamiento 4 fue la mas baja (P<0.05). En mortalidad general el
tratamiento 2 tuvo la menor (P<0.05) durante la etapa de iniciacion; el tratamiento 4 resulté
con la mortalidad mas baja (P<0.05) tanto general como por SA en la etapa de finalizacion; y
en ¢l ciclo completo, resulto haber un efecto significativo del AL en los tres tratamientos en ia
mortalidad por SA, no asi en mortalidad general gque solo fue menor en el tratamiento 4
(P<0.05). En la determinacion de la lipoperoxidacion medida como TBARS; en el higado se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) a partir de segunda semana de vida,
correspondiendo los valores mas bajos en las semanas 2, 3, 4, 5 y 6 a los tratamientos 3, 4, 4,
3 y 4, respectivamente. [.os niveles de glutatidn total hepatico solo tueron significativamente
mas altos (P<0.05) en las semanas 3, 4 y 6 en los tratamientos 2, 3 y 4, respectivamente. Sin
embargo, al analizar el efecto de los tratamientos independientemente de la semana, se
observo un aumento significativo (P<0.05) del glutatién hepatico con las dosis mayores de
AL (20 y 40 ppm) en los tratamientos 3 y 4. Todo esto indica en términos generales, un
cfecto favorable del AL en pollos de engorda, tanto en los parametros productivos como en su
funcion antioxidante, con la dosis de 40 ppm. Proyecto financiado por CONACYT: No.
262577B.

Palabras clave: Radicales libres, iipoperoxidacion hepatica, acido lipoico, antioxidantes, polio
de engorda.



SUMMARY

SERRET GONZALEZ MAURILIO: Acid Lipoic effects on Oxidative Stress in Broilers.
(Tutorial Committee: MVZ MSc Ernesto Avila Gonzéalez, MVZ MC Antonio Diaz Cruz y Dr

Carlos Lopez Coello).

The goal of this study was to evaluate the addition of a—Lipoic Acid (LA} on broiler food.
The liver oxidative status and the broiler performance were measure. One day Avian farm X
Arbor Acres broiler in a complete randomized model were used. The animals feed ad /ib in all
the cycle, and were allocated in a natural environmental house. There were 4 treatments with
6 replicates each one and 43 broilers per reply. The treatments were: 1. Conventional Diet
without LA, 2.Conventional Diet plus 10 ppm of LA, 3. Conventional Diet plus 20 ppm of
LA and 4. Conventional Diet plus 40 ppm of LA. On starter stage there were no differences
(P>0.05) on broiler performance, by the other hand on finisher stage there were lower feed
intake (P<0.05) on treatment 3, on weight gain and feed conversion the treatment 4 was
{P<0.05) the best. In all the study the feed conversion in feed 4 was the lowest (P<0.05). On
general mortality treatment 2 had the lowest (P<0.05) on starter stage, however freatment 4
showed the lowest general mortality and ascites mortality on finisher stage (P<0.05), and in
all the rescarch there were significant differences on reduction the ascites mortality with any
of the treatments that include the LA, not in general mortality that only the treatment 4
reduced it (P<<0.05). There were significant differences (P<0.05) on Liver lipoperoxidation
(measure as TBARS), the lowest tevels on weeks 2, 3, 4 , 5 and 6 were found on treatments
3,4, 4, 3 and 4 respectively. The levels of glutation on fiver were higher (P<0.05) on weeks
3, 4 and 6 on treatments 2, 3 and 4 respectively. However, in the analysis of all the study,
liver glutation increase significantly (P<0.05) on treatments 3 and 4 that have the highest
levels of LA. All these results show in general terms a favorable effect on broiler performance

and in antioxidative status with the 40 ppm dose of LA. This project was financed by
CONACYT: No 2625778

Keywords: Free Radicals, Liver Lipoperoxidation, Lipoic Acid, Antioxidants, Broilers.




INTRODUCCION

SITUACION ACTUAL DEL POLLO DE ENGORDA

El crecimiento de la industria del pollo de engorda desde que se inicié hace
aproximadamente setenta afios, ha sido un ejemplo unico de coordinacion, cooperacién y
utilizacion de varias disciplinas cientificas para producir proteina animal de alta calidad. Se
han logrado eficiencias significativas en los pollos durante los ultimos 50 afios por los
esfuerzos concentrados y complementarios entre las disciplinas fundamentales como genética,
nutricién, fisiologia, manejo y sanidad entre otras. Sin embargo, las innovaciones en las
tecnologias de alimentos y comercializacion, se han intercalado con los sistemas integrados de

produccion, elevando a la industria del pollo de engorda a nuevas alturas (1).

Mientras que la producciéon de pollo de engorda aumentd por las eficiencias de
produccion a todos los niveles, la demanda de los consumidores aumento por el bajo costo, la
alta calidad de la proteina, la versatilidad, la comodidad, bajo contenido calérico vy las
condiciones de salud como el bajo colesterol. Ademas, la carne de pollo no tiene ningun tabu
como la carne de res y de cerdo en ciertos grupos religiosos. El concepto de integracion
vertical, es mas o menos un invento de la industria del pollo de engorda y después de ser
probada por el tiempo y por la geografia, es aceptada como uno de los mejores modelos de
produccion. La evolucion de la integracidn vertical, ha facilitado el camino para la produccion

de proteina animal de excelente calidad a minimo costo (1).

La demanda de los consumidores, esta dictando la direccion que deben seguir los
genetistas para desarrollar los reproductores del futuro. Los cambios demograficos y la
demanda de los consumidores en todo el mundo, han influenciado significativamente ia
evolucion de la industria del pollo de engorda en las dreas de seleccion de razas, produccion,

procesado vy comercializacién (1, 2).

et



Debido a la intensa presion de seleccidén para caracteristicas de eficiencia de
crecimiento, los pollos comerciales del presente estan creciendo a su limite fisiolégico
(Cuadro 1); ya que, la edad a la que se sacrifican y venden ha disminuido en mas o menos un
dia por afo durante los ultimos 30 afos. Sin embargo, esta tasa de mejora genética se¢ ha
reducido por el crecimiento acelerado del pollo al llegar a la edad de mercado. Conforme los
reproductores primarios intensifican la presion de seleccion para crecimiento y factores
relacionados de la canal, las aves tienden a llegar a estos limites fisioldgicos v bajo ciertas
condiciones de manejo v ambientales se evidencian los llamados desordenes metabdlicos. La
industria ya esta sufriendo estos desérdenes como el sindrome ascitico, sindrome de muerte

stibita, debilidad de patas, baja fertilidad, etc {(1).

Conforme ocurren estos fenomenos, las aves demandan mejores condiciones
ambientales y afinacién del manejo para lograr desempeio Optimo. Para lograr el potencial
genético inherente en una linea, es imperativo que el ambiente y el manejo sean adaptados a
cada linea genética especifica. Bajo condiciones inadecuadas de manejo, debe esperarse un
desempefio subdptimo y como estas y la tecnologia difieren alrededor del mundo, es
importante que se estructuren planes bien pensados e innovativos para el largo plazo,

considerando el cambio geografico de los centros de produceion (1, 2).

El analisis de datos comparando el progreso actual contra las estimaciones del futuro,
indican que probablemente se esté Hegando a algunas mesetas fisioldgicas que podrian limitar
la tasa del progreso genético. Debido a esto, se podrian quedar cortas las predicciones basadas
en presiones de seleccidn y parametros genéticos estimados. La interaccion entre las
selecciones natural y artificial por un lado, y los limites fisioldgicos tempranos en la vida del

pollo por otro, podrian explicar la diferencia entre los avances actuales y los pronosticados (1,
2, 3).



Cuadro 1. Datos histéricos del crecimiento de ia eficiencia en a industria del pollo de engorda de los Estados

Unidos asi como proyeccion futura para el aiio 2000 (1)

Ao Peso (g) Edad (dias) Ganancia/ Conversion  Viahilidad (%)
dia (g) alimenticia
1923 1000 112 8.9 4.7 82
1933 1225 a8 12.5 4.40 86
1943 1360 84 16.2 4.0 90
1953 1450 73 19.9 3.0 92.7
1963 1590 67 23.7 2.4 94.3
1873 1770 60 29.5 2.0 95
1983 1930 49 39.4 1.96 96,5
1993 2040 42 48.6 1.82 95.75
Proveccion para; 2270 38 50.7 1.7 95.5
el 2000

Como se sefiald anteriormente, los ejemplos de estos Hmites fisiologicos criticos en el
potlo, bajo condiciones de produccidn y de manejo que causan estos desérdenes metabdlicos
son el sindrome ascitico, el sindrome de muerte stbita, debilidad de patas, pobre fertilidad
entre otros. Estos estrés metabolicos, impuestos principalmente por factores genéticos y
sistemas intensivos de produccién comercial presentan un desafio a los genetistas,

veterinarios, nutriclogos y especialistas en manejo (3).

Una de las alteraciones que puede presentar el pollo de engorda en el metabolismo del
oxigeno, lo genera una elevada produccion de radicales libres y estos a su vez tienen la
capacidad de alterar su estructura y por lo tanto la funcién de las moléculas proximas, que
pueden ser los dcidos nucleicos, proteinas, aminodcidos, acidos grasos v carbohidratos. A la
accion que tienen estas moléculas oxidantes sobre los acidos grasos insaturados de las
membranas celulares y subcelulares, se le denomina lipoperoxidacion (4, 5, 6). Este fendmeno
se ha observado en el higado, corazon y pulmon del pollo de engorda (7. 8, 9, 10, 11), como

se muestra en los siguientes antecedentes.



a} Indicadores metabélicos:

i.

Lh

En higade de pollos de engorda de seis semanas de edad con signos clinicos de
sindrome ascitico (SA) se manifiesta un incremento significativo en el catabolismo
de proteinas, asi como en a velocidad de sintesis de glucosa (gluconeogénesis}, lo
que sugiere una modificacion en la regulacion metabdlica de esta via. El sindrome
ascitico es una alteracién metabdlica en el que se ve comprometida la adecuada
oxigenacién del sistema locomotor a través de la afeccion de los sistemas
circulatorio y respiratorio (8).

Un incremento significativo en el estado lipoperoxidativo en higado y corazon de
sels semanas de edad con signologia clinica de SA (9).

Existe poca o nula respuesta hepatica al estimulo de Adenosina y de las hormonas
Epinefrina y Glucagon sobre la sintesis de glucosa y liberacion de amonio, en
pollos con signologia de sindrome ascitico (8).

Un incremento significativo y gradual en el proceso de lipoperoxidacion en higado
de pollo a partir de la primera semana de vida (7, 9, 10, 11).

Un incremento en la concentracion basal de glutation total (GT), a partir del primer
dia de nacido, hasta la primer semana de vida y una disminucién gradual hacia la
tercer semana (10).

Una disminucidn significativa en el grado de lipoperoxidacion en corazon de pollo
por efecto de la adicion extra de vitamina E en la dieta, dato no observado con la

vitamina C (10).

b) Indicadores productivos:

1.

El uso de Piroxicam (antiinflamatorio no esteroideo) en la dieta reduce 3 a 4% la
mortalidad general y por SA, siendo mas efectiva para estos parametros
productivos, la restriccion alimenticia (7, 9).

La adicion extra de vitamina E en la dieta favorece significativamente los
parametros ganancia de peso y conversion alimenticia, no asi la adicion de

vitamina C (9).
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RADICALES LIBRES

Un radical libre (RL) se define como una molécula o fragmento molecular gue
contiene uno o mas electrones (&) no apareados en un orbital mas externo; esta caracteristica,
le confiere una elevada reactividad para reaccionar con relativa facilidad hacia la mayoria de

los substratos celulares u orgénicos (12).

Una molécula, puede convertirse en radical libre tanto por ganancia o por pérdida de e
y también por fisién de enlaces homoliticos. Al romperse un enlace covalente en forma
simétrica, ambos fragmentos retienen un ¢ y por tanto, se convierten en radical libre. Este e’
desapareado, confiere al radical libre una cierta inestabilidad tanto energética como cinética, lo
que los hace compuestos altamente reactivos. El simbolo (+), designa la presencia de uno o

mas clectrones desapareados (12, 13).

Constituyen ejemplos de radicales libres, el dtomo de hidrégeno (H-), el anidn
superoxido (O;+7), el radical hidroxilo (OH +), radicales peroxilo (RO;-), alcoxilo (RO ),

hidroperoxilo (H20O +), 6xido nitrico (NO +), dioxido de nitrégeno (NO:+), la molecula de
triclorometilo (CCly) entre otros. Los radicales libres, han sido detectados por métodos
quimicos como las técnicas espectroscopicas de la resonancia del spin del electron, por
métodos mas sofisticados como el atrapamiento del spin del electron (Spin Trapping) o por

metodos indirectos como las téenicas de dienos conjugados y de sustancias reactivas al acido

tiobarbiturico (13, 14).

FUENTES DE RADICALES LIBRES

La generacidn de radicales libres es constante dentro de los seres vivos, y se asocia

fundamentalmente al metabolismo celular del oxigeno y a las reacciones de oxido-reduceion.



Se han descrito, numerosos mecanismos bioquimicos celulares responsables de la produccion

de radicales libres, a saber (13, 14, 15):

3

A partir de la cadena respiratoria mitocondrial, peroxisomas y microsomas celulares. Esta
fuente llega a contribuir con menos del 5% de la produccion de radicales superdxido (13).
La respiracion celfular es la principal fuente de energia de las células aerdbicas (generacion
de ATP). Las mitocondrias y los sistemas transporte de e son el sitio de mayor oxidacién
celular, donde se promueve la reduccion tetravalente del oxigeno hasta agua (ver ecuacidn
2). Los radicales libres asi generados a partir del O, son productos fisiolégicos, pero

peligrosos en potencia de la respiracion celular (15).

Fagocitosis. Los neutrofilos en contacto con moléculas extrafias, fagocitables, invaginan su
membrana celular, envolviendo al material a destruir (fagosoma) aislandolo del
citoplasma. La estimulacion de éstas y otras células fagociticas se acompanian de un
aumento en ¢l consumo de O y activacion de una enzima de la membrana, como lo es la
NADPH-oxidasa (nicotinamida adenina dinuciéotido fosfato oxidasa), responsable de la

produccion del radical anion superoxido. Hay también produccion de moléculas de HyO;

por dismutacion del Oy - (13, 15):

20, + NADPH + enzima — 20, « + NADP" + H'

También los neutrofilos poseen una enzima, la mieloperoxidasa que genera radicales

ClO+ al reaccionar con H>Os:

CIr+ H;0y — ClO - + HO

Asi, un gran namero de fagocitos activados por cualquier medio, pero sin el proposito
para el cual estan destinados en un drea localizada pueden provocar dafio tisular. Por

ejernplo, el liquido sinovial en las articulaciones muy inflamadas de pacientes con artritis



reumatoidea, contiene gran numero de neutrofilos activados; los radicales libres
generados y otros productos derivados de estos neutrdfilos sinoviales contribuyen a

aumentar mas el dafo en el proceso inflamatorio (13, 15).

Autoxidacion de catecolaminas, en ciertos procesos, como la isquernia cerebral, hay
liberacion regional de noradrenalina vy de dopamina B-hidroxilasa de las terminaciones
nerviosas en la zona de isquemia. Las Catecolaminas son degradadas por la enzima
Monoamino Oxidasa (MAQ), v ello envuelve un proceso oxidativo con produccion

excesiva de e En el proceso de reperfusion tisular, posterior a la isquemia, el O, puede

actuar como agente receptor de ¢ y producir radicales OH + y moléculas de H,O; (13).

Sintesis de prostaglandinas; en el metabolismo del acido araquidoénico, este puede ser
metabolizado por ciclo-oxigenasas, o por lipo-oxigenasas, originando diversas sustancias
con propiedades vasoactivas como prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas,
teucotrienos. Durante la fase de transformacion del 4cido araquiddnico en endoperdxidos
ciclicos bajo la accion de la ciclo-oxigenasa se producirdn radicales OH. Estos radicales
OH pueden intervenir secundariamente en la cascada del acido araquidonico, inhibiendo la
ciclo-oxigenasa y favoreciendo la via de formacion del tromboxano A; que posee

propiedades agregantes de las plaquetas (13, 15).

Oxidacion de Hipoxantina y Xantina hasta dcido urico, la cual es catalizada por la Xantina

Oxidasa, durante la cual se acopla una reduccion del O a Oy :

Xantina + H,0; + 20, — 4cido trico + 20, + 2H"

Otras probables fuentes de radicales libres in vivo incluyen: la radiacidon ilonizante va
descrita; productos de la detoxificacion (reaccion de drogas y toxinas) celular,
fotosensibilizadores, contaminantes atmosféricos y productos de la combustion de materia

organica (13, 14).




SISTEMAS FISIOLOGICOS DE DEFENSA CONTRA LOS RADICALES LIBRES

En condiciones normales, las células cuentan con mecanismos de proteccion,

enzimaticos y no enzimaticos, contra la produccién de radicales libres (16, 17, 18).

Entre los mecanismos celulares de proteccion enzimaticos se cuentan;

a) La enzima super6xido dismutasa (SOD). La misma se encarga de la reaccion de

dismutacion del radical anidn superdxido intracelular. La enzima pertenece a la familia de las

metaloenzimas, catalizando la conversion de O, « a HyO; a través de la siguiente reaccion

(16):

Oy« + 0y« + 2 +2H — Hy0, + O3

A 1a SOD se la ha enconirado en varias formas activas; una conteniendo manganeso, la
cual se halla localizada en la matriz mitocondrial, v otra conteniendo cobre-zinc localizada en
el citoplasma celular. A esta enzima se le ha encontrado presente en todos los organismos

animales y vegetales que viven bajo condiciones aerobicas (16, 18).

b) Catalasa y glutation perdxidasa (GP) conforman el prinecipal sistema enzimatico
intraceiular de remocion de moliéculas de peroxido de hidrogeno (19, 20}). La catalasa se
localiza a nivel de peroxisomas, y la glutation peroxidasa a nivel del citosol y mitocondrias. El
mayor riesgo de la presencia del H,05, es la produccion del radical OH que es muy reactivo e
inestable. A bajas concentraciones de H»Os, este es removido por la glutation peroxidasa en

presencia de ghutation reducido (GSH), el cual es oxidado hasta giutation oxidado (GSSG):

2GSH + H0, — GSSG + 2H,0



A altas concentraciones de H»O,, Ta catalasa se vuelve primordial en su remocion:

24,05 — O, + 2H,0

La enzima glutatidon peroxidasa es selenio-dependiente, ya que un residuo de selenio-

cisteina, esencial para la actividad de la enzima, estd presente en el sitio activo de la misma

(19, 20).

Simultineamente a lo anterior, existe la enzima glutation reductasa, una flavoproteina
(Conteniendo Flavin Adenin Dinucleotido), regenera GSH a partir de GSSG, con el NADPH
como la fuente reductora (19, 20):

GSSG + NADPH + H -» 2GSH + NADP™

Entre los mecanismaos no enzimaticos encontramos:

a) El a-tocoferol o vitamina E, que se le ha descrito como antioxidante de la fase
iipidica, ya que por ser liposoluble, se particiona con mucha facilidad hacia la membrana, y
transforma especies muy reactivas como los radicales libres OH o peroxilos en formas menos
reactivas. Actta donando H' al radical, y asi confinando el efecto del radical; en adicion, se

producird una forma de radical estable de vitamina E (17, 18):

a-TH+LOO — a-T+ LOOH

La vitamina E se conoce como un elemento esencial en la dieta animal y humana. Una

carencia seria conduce a dafios neuroldgicos importantes en el hombre (17, 18).
b} El 4dcido ascorbico o vitamina C, antioxidante de fase acuosa, se localiza en altas

concentraciones en ciertos drganos, especialmente en el ojo (17). A este clemento, se le han

reconocido por mucho tiempo, propiedades antioxidantes, y protege contra dafios oxidativos a
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aceites de origen vegetal, grasas animales, alimentos con contenido elevade de grasas, etc.

(17, 18).

Estas funciones de la vitamina C son derivadas mayormente de sus propiedades redox.
El compuesto actua donando hidrogeniones al radical libre, transformandose el &cido
ascorbico (AH,) en 4cido dehidroascorbico (A), con la formacion del radical ascorbilo (A)
como intermediarto, molécula que actua como radical libre, pero que normalmente es

mantenido a bajas concentraciones en el plasma (17, 18).

¢) La ceruloplasmina, proteina circulante portadora de cobre, que puede actuar como

antioxidante extracelular (17, 18).

d) Existen otros compuestos no enzimaticos que han sido denominados "removedores
de radicales libres o scavengers”, que tienen en comun, ta de ser facilmente oxidables. Entre
ellos figuran la cisteina, el manitol, la tiourea, alopurinol, oxipurinol, hidroxitolueno butilado,

desferoxamina, dimetilsulfoxido, dimetiitiourea, entre otros (13).

EL ESTRES OXIDATIVO

Un desbalance entre la produccidn de especies radicales libres y los sistemas de
defensa antioxidantes (enzimaticos o no), conducira a la produccion incrementada de radicajes

libres favoreciendo la aparicidn del estrés oxidativo (5, 21).

El estrés oxidativo puede resultar de:

a) Disminucidn sustancial de antioxidantes, debido a malnutricidn (carencias

vitaminicas de C, E, riboflavina, etc.)(21).



b) Excesiva produccién de radicales libres, ya sea por exposicion a elevadas
concentraciones de oxigeno o sometimiento a un proceso de respiracidn hiperbarica, presencia
de toxinas que son metabolizadas para originar radicales libres, o por excesiva activacion de

sistemas productores de estos compuestos en condiciones fisioldgicas (5, 21).

c) Por un estado de hipoxia e 1squemia por reperfusion, mediante la activacion de las

fosfolipasas A y C (5, 21).

El estudic de los radicales hibres, se ha enfocado desde el punto de vista médico y
biologico, va que las interacciones de estos compuestos con moléculas organicas han sido
implicadas en un gran nimero de estados patoldgicos, los cuales pueden jugar un papel

significativo en el dafio tisular (21).

Algunas de las patologias vinculadas con el estrés oxidativo en el humano son (13, 21):

o Porbajos niveles de selenio y una enzima dependiente del selenio (glutation peroxidasa)
Alcoholismo
Cancer
Fibrosis quistica
Enfermedades cardiovasculares
Infertilidad
Enfermedad de Crohn
Artritis reumatoide
Cataratas
Envejecimiento

e Por disminucion de superdxido dismutasa
Cancer
Enfermedades cardiovasculares
Hepatitis
Diabetes



Distrofia muscular Duchenne
Sindrome del distress respiratorio del adulto
Manifestaciones psiquiatricas
Sindrome de Down
Falla renal
Infertilidad
Cataratas
Enfermedades reumaticas
Enfermedad de motoneuronas

e Por bajos niveles de antioxidantes totales
Dario y enfermedad hepatica
Enfermedades respiratorias
Bebés prematuros

Fumadores (tienen valores diminuidos de vitamina C)

LOS RADICALES LIBRES Y EL PROCESO DE PEROXIDACION LIPIDICA

El dafio celular que resulta de una produccidn excesiva de radicales libres de oxigeno
(estrés oxidativo), ha tratado de ser explicado como una consecuencia de una alteracion a la
membrana plasmatica a través de la oxidacion de los residuos de acidos grasos de la bicapa
lipidica (22, 23), proceso que se ha convenido en dencminar peroxidacién lipidica ©

lipoperoxidacion.

Se considera que la peroxidacion lipidica ocasiona cambios en la composicion quimica,
y deterioros en la organizacion uliraestructural de las membranas celulares, disminuyendo la
fluidez de las mismas, alterando su permeabilidad e inactivando receptores y enzimas unidas a

la membrana (22, 23}.

El proceso de peroxidacion puede ser inducido en una variedad de sistemas in vivo ¢ in

vitro, a través de diversos procesos tales como; el metabolismo de agentes quimicos
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reductores, o durante la alteracion de la homeostasis celular normal como es el caso del dafio

producido por la isquemia-reperfusion tisular, o la ausencia de calcio extracelular (22).

El mecanismo intrinseco de la peroxidacion lipidica puede describirse como sigue

(23):

En la Fase de Iniciacion, hay la remocion de un hidrdégeno alilico desde un residuo de
acido graso poli-insaturado (LH) por alguna de las especies de radicales libres derivadas del
oxigeno; el dtomo de hidrogeno es un radical libre por si mismo, y su remocion deja un

electron desapareado en el atomo de carbono atacado:

LH+R+ — L+ +RH (Fase de Iniciacién)

El radical carbonilo resultante (L. +) sufre rearreglos moleculares, originando un dieno

conjugado, v en presencia de oxigeno molecular da lugar al radical perdxilo (LOO):

L-+0;,— LOO

El radical perdxilo puede sustraer un atomo de hidrégeno de otra molécula vecina

(LH), la cual puede ser otro acido graso insaturado, formandose asi un hidroperdéxido (LOOH)

y un nuevo radical lipidico (L -}, entrando 1a peroxidacidn en una Fase de Propagacion:

LOO +LH — L+ + LOOH (Fase de Propagacion)

El grado de propagacion de la reaccion dependera de varios tactores, entre ellos la
relacion Hpido-proteina en la membrana (1a oportunidad de reaccionar un radical libre con una
proteina de membrana, se incrementa al aumentar el contenido de proteina), de la composicion

de acidos grasos, de la concentracién de oxigeno, de fa presencia de antioxidantes que inhiban



fa propagacion de la reaccidn, v de la presencia de metales de transicion como el hierro o
cobre (22, 23).

El hidroperdxido lipidico puede en adelante degradarse a una variedad de productos.
Ademas, en presencia de metales de transicion, el hidroperéxido produce un radical alcoxilo
(LO+) y un radical hidréxilo {OH-), los cuales causan la Fase de Ramificacion de la

reaccion, involucrando un mayor nimero de moléculas de sustrato en la peroxidacidn (22):

LOOH - 1O« +OH-

Cuando la concentracion de moléculas de substrato se hace pequeiia, ios radicales
libres comienzan a reaccionar entre si, en distintas combinaciones provocando la formacion de
productos excitados (P*). El paso de estos productos excitados a su estado estable (P) ocurre
con la emisién de cuantos de luz visible (hu ). Estas reacciones reciben el nombre de

reacciones de terminacioén, v con ellas concluye la reaccidn en cadena mediada por radicales
libres (22):

L-+L-—>P*>P+hy

LOO+ L. 5 P¥->P+ho

LOOC+LOO - P* - P +ho

Aungue, los residuos de acidos de acidos grasos de la membrana celular son afectados
por los radicales libres derivados del oxigeno, el papel o la importancia de la peroxidacién
lipidica en los procesos que conducen a muerte celular permanece atin sin dilucidarse en su
totalidad. Por esta razon, han sido propuestos otros compuestos celulares que pueden sufrir

ataque por parte de los radicales libres que incluyen, los dcidos nucleicos y las glicoproteinas
(22, 23).
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RADICALES LIBRES, PATOLOGIAS HUMANAS Y ANIMALES

Es interesante y crucial mencionar que el interés actual por el estudio de la accion de
los radicales libres, y de 1a peroxidacién lipidica sobre las membranas bioldgicas y sobre
distintas estructuras celulares, se debe a que ha sido demostrado que estos procesos juegan un
papel prominente en diversas patologias, a saber: envejecimiento celular, toxicidad del
oxigeno, accién toxica de muchas drogas, enfermedades neurolégicas como la enfermedad de
Parkinson, ia enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, el sindrome de Down;
en el cancer, diabetes mellitus, ateroesclesosis, colitis ulcerativa, enfisema pulmonar,
preeclampsia-eclampsia, catarata ocular, malaria, en casos de transplantes de 6rganos como
rifién y corazdn, artritis reumatoide, sindrome de diestres respiratorio del adulto, enfermedades
autonmunes, isquemia cerebral y cardiaca, y hasta en el mismo sindrome de

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (5, 6, 13, 14).

Es muy conveniente sefialar aqui, que el incremento en la lipoperoxidacion puede ser la
consecuencia de una patologia dada. o puede ser la responsable de la aparicién de dicha

patologia (22, 23).

El estrés oxidativo ocurre como se ha descrito en un amplio rango de patologias
humanas y animales. El entendimiento del papel jugado por ltos radicales libres en diversas
patologias ain esta en sus inicios, mayormente debido a la carencia de métodos precisos de
diagnostico v estudio aplicables en los seres humanos. La terapia antioxidante promete un

enfoque terapcutico Util, sobre todo en patologias donde otros fratamientos son poco efectivos

(5, 6,13, 14, 20, 21, 22, 23).

ASPECTOS FUTUROS
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Si bien es cierto que los radicales libres producidos en cantidades excestvas tienen
efectos nocivos, como {o es el caso del radical hidroxilo, no menes cierto es el papel que

juegan el dxido nitrico o el radical anion superdxido en cantidades minimas (23).

Hay crecientes evidencias que seflalan que aparte de los fagocitos, hay otras células
que producen aniones superoxido a muy bajas concentraciones. Se ha propuesto que esta
produccion de anion superdxido pudiera relacionarse a reacciones del oxido nitrico, ¢l cual es
otro radical estable que actua como mensajero in vive, El blanco fisiologico del 6xido nitrico
es el grupo heme- de la guanilato ciclasa soluble, la cual regula, via del GMP, una gran
variedad de procesos intracelulares. El solo hecho que estos radicales pudieran participar en
eventos de sefializacion biologicos, abre nuevas e interesantes dreas de investigacion futura

(23).

De actualidad también resulta el hecho, de los estudios que se realizan sobre la accion
de radicales libres originados a partir de contaminantes atmostéricos. El ozono (Os) presente
en la atmosfera de las ciudades excesivamente contaminadas (caso de la Ciudad de México),
reacciona con los dcidos grasos poli-insaturados de los fosfolipidos de las membranas, y libera
nuMmerosos compuestos toxicos. En presencia de agua, se origina peréxide de hidrogeno,

responsable de la produccion de radicales hidroxilo (23).

El ozono puede fijarse asi sobre células fagociticas de los pulmones, e inducir la
produccidn de radicales libres. Mas interesante aun, es lo demostrado recientemente acerca de
gue ciertas moléculas, particularmente el radical nitrato (NO;*®), que puede ser producido
durante la noche en circunstancias favorecedoras como las existentes en las zonas costeras

contaminadas y en las grandes capitales (23).

Se han realizado diversas investigaciones para determinar la eficiencia antioxidante en
humanos y ratas de varios compuestos, como son vitaminas, enzimas y drogas; en los titimos
afios se ha estudiado un compuesto que incluso se le llegd a considerar una vitamina: acido

lipoico. Algunos lo denominan el “antioxidante metabolico universal”.



a-ACIDO LIPOQICO
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El o-acido lipoico (Figura 1) es también conocido como 4acido lipoico, lipoato, a-
lipoato, DI-o-dcido lipoico, dcido tioctico, DIL-6,8-acido tidetico, 1,2-ditiolano-3-acido

pentanoico, 1,2-ditiolano-3-acido valérico, tioctan, tioctacido y biletdn (24).

Se sabe desde la década de 1950 que es un factor esencial en el metabolismo
oxidativo. Existen reportes de compuestos que mostraron la misma actividad bioldgica desde
1937. Estos compuestos fueron denominados “factor de crecimiento de la papa” (1837),
“factor remplazador de acetato” (1946), “factor de oxidacion del piruvate” (1952) vy
“protogen A” (1949). En 1951, Reed y sus colegas informaron la purificacion del o-acido
lipoico. Se reconocid que el “factor de crecimiento de la papa”, el “factor remplazador de
acetato”, el “factor de oxidacion del piruvato” y el “protogen A” fueron todos probablemente

el mismo compuesto: a-dcido lipoico (24, 25).

El a-acide lipoico se encuentra como lipoamida en cinco proteinas en células
eucariontes, donde estd unido covalentemente al residuo lisil. Cuatro de estas proteinas se
encuentran en los tres complejos o-cetoacidos deshidrogenasas, el complejo piruvato
deshidrogenasa (CPD), la rama del complejo ceto dcido deshidrogenasa y el complejo a-ceto

glutarato deshidrogenasa. Tres estdn en la enzima E2, dihidrolipoil aciltransferasa, la cual es




diferente en cada una de los complejos y especificamente para los substratos del complejo.
Uno se encuentra en la proteina X, la cual ¢s la misma en cada complejo. La quinta lipoamida

se encuentra en el sistema de particion de la glicina (24, 25).

PARTICIPACION DEL ACIDO LIPOICO EN EL METABOLISMO

Se sabe que es un cofactor esencial en el metabolismo oxidativo, participando con

varios complejos enziméticos. En la figura 2 se muestra su estructura molecular.

S —— 8§
CH; CH.CH,;CH,;CH,CH,COOH
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Figura 2. Estructura molecular del a—4cido lipoico.

A. a-CETO ACIDO DESHIDROGENASAS

El complejo «-ceto deshidrogenasas son compuestos de copias multiples de tres
enzimas: el alfa-ceto dcido deshidrogenasa o E1; el dihidrolipoil aciltransferasa o E2; y el
dihidrolipoi! dehidrogenasa o E3. Estas tres enzimas catalizan cinco reacciones que
oxidativamente descarboxilan estas sustancias. La lipoamida esta involucrado como un
mediador en el cual un grupo acil es atacado; transfiriendo desde tiamina pirofosfato en E1 a
coenzima A para producir acil-CoA. En el proceso, ia lipoamida es reducida, con la ruptura de
la union disulfuro. E3 es fa enzima que reoxida la lipoamida en otra vuelta de catalisis usando

NAD", el cual es convertido a NADH (24),



B. PROTEINA X

Cada CPD contiene alrededor de seis copias de proteina X, que contienen un dominio
al quec a-lipoato es unido y que puede aceptar un grupo acetil. Sin embargo la proteina X no
tiene actividad catalitica, v el sitic directo de mutagénesis revela que la eliminacion de este
grupo lipoil no afecta la actividad catalitica del CPD. La proteina X parece jugar un papel
estructural, ayudando en la unién de la E3, que es esencial para la actividad del CPD. La

proteolisis limitada de la proteina X, disminuye la habilidad de union de la E3 (24).

C. SISTEMA BARREDOR DE LA GLICINA

El sistema barredor de la glicina (Figura 3), cataliza la oxidacion de glicina a CO,,
amoniaco, formando NADH v 5, 10-metilentetrahidrofolato. Este contiene cuatro proteinas,
fas P, H, T, v L: el a-lipoato esta covalentemente unido a la lisina en la H-proteina y esta
involucrado en la transferencia de metilamina formada después de la descarboxilacion
oxidativa de la glicina. Estos son cuatro residuos altamente conservados cerca del sitio de

lipoiiacion (Lysb9) en la H-proteina: Giy43, Gly70, Glub6, y Glu63 (24).

D. (LA DIHIDROLIPOAMIDA DEHIDROGENASA CUMPLE UN PROPOSITO FUERA
DE LOS COMPLEJOS MULTIENZIMATICOS?

La dihidrolipoamida deshidrogenasa del complejo o-cetoacido deshidrogenasa y el
sistema barredor de la glicina son el componente que oxida la dihidrolipoamida a lipeamida.
La reaccion puede también ir en direccidn inversa a expensas del NADH. Los siguientes, son
reportes de la actividad dihidrolipoamida que no son asociados con el complejo a-cetoacido

deshidrogenasa o el sistema barredor de ia glicina. La archaebacteria no tiene alguno de estos
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Figura 3. Sitios de accion del a-acido lipoico en el metabolismo energético. CPD, complejo piruvate
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complejos; sin embargo, [a dihidrolipoamida deshidrogenasa se encuentra en las
archaebacterta halofilicas, termoacidofilicas y metanofilicas. En la archaebacteria
termoacidofilica Thermaplasma acidofilum, 1a enzima parece estar asociada con la membrana
plasmatica. La dihidrolipoamida deshidrogenasa también es purificada desde Eschlerichia
coli, donde es ocupada en mutantes que no contienen normalmente la enzima, asociada con los
complejos piruvato v acido a-cetoglutarato deshidrogenasa. Esta enzima también localizada
en la membrana plasmatica, sugiere estar involucrada en la union de proteinas transporte-
dependientes. Ademas, las células eucarioticas contienen dihidrolipoamida no asociada con los
complejos multienzimaticos. El parasito que causa la enfermadad del suefio, Tripanosoma

brucei, contiene una unica mitocondria gue no tienen los complejos multienzimaticos. Se sabe
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sin embargo, que estos tienen dihidrolipoamida deshidrogenasa asociada con la membrana
plasmética y, ademas contienen 4cido lipoico (presumiblemente es el sustrato de la enzima)

(24).

No se sabe la funcion de esta dihidrolipoamida deshidrogenasa asociada a la membrana
plasmatica. En F. coli parece estar asociada con el transporte de azicar. Se especula que en
eucariontes puede ser relacionado con el transporte de hexosa estimulado por insulina. Aunque
la funcion de dihidrolipoamida deshidrogenasa en transporte de hexosa permanece
especulativa, es interesante hacer notar que varios grupos de investigacion han publicado
aumento de glucosa en estudios in vitro € in vivo en animales y humanos con diabetes tipo II
(no insulino dependientes) tratados con a-acido lipoico, un substrato de la dihidrolipoamida

deshidrogenasa que pudo estar involucrado en el cambio del tiol-disulfuro (24).

E. REDUCCION DE a-ACIDO LIPOICO EXOGENO

Mucho del interés actual del a-acido lipoico se centra en los efectos de su forma libre,
compuesto no unido a proteinas, que se suplementa exdgenamente a sistemas celulares,
animales y humanos. Se descubri6 que la suplementacion exdgena de a-lipoato se absorbe, es
transportado a los tejidos y reducido a dihidrolipoato, parte del cual se libera en el espacio

extracelular.

[.a enzima E3 mitocondrial, la dihidrolipoamida deshidrogenasa de las a-cetoacido
deshidrogenasas mitocondriales son capaces de reducir o-acido lipoico a dihidrolipoico, a
expensas del NADH (Figura 4). Esta reaccién ¢s en direccion inversa de la normalmente
catalizada por la enzima en estos complejos multienziméticos. Estas enzimas muestran una
marcada preferencia natural por el enantiomero R del o-lipoato. Glutatiébn reductasa,
principalmente en el citosol, cataliza la reduccién del glutation oxidado, a expensas del
NADPH. Estas enzimas catalizan también {a reduccion del g-acido lipoico, aunque en muy

poca proporcién gue con el substrato natural, con una preferencia por el enantiomero S del a-
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lipoato. Los tejidos varfan en sus proporciones de NADH dependientes o NADPH
dependientes para la reduccidn de o-lipoato, v la variacion corresponde con el contenido de
mitocondrial. Tejidos con gran densidad de mitocondrias, tienen una elevada proporcion de
reduccion NADH dependiente, presumibiemente por un gran contenido de dihidrolipoamida

deshidrogenasa (24).

reduccién
§ ——— 8 [::> SH  HS
CH,  CH.CH,CH,CH,CH,COOH CH»  CH.CH.,CH,CH,CH,COOH
AL ADHL
, o oxidacion _ e e
Acido Lipoico Acido Dihidrolipoico

Fizura 4. Reaccion de oxido-reduccidn del acido lipoico y acido dihidrolipoico.

F. OTROS EFECTOS METABOLICOS DE a-ACIDO LIPOICO EXOGENO

Se sabe que esta lipoamida exogena, mejora drasticamente la recuperacidn funcional en
¢l corazdn de rata isquémico. Este efecto es probablemente debido a los efectos en el
metabolismo alterado en el tejido isquémico; es decir, este activa el complejo piruvato
deshidrogenasa, aumentando la oxidacién del piruvato, y activa el ciclo de Krebs o ciclo
trnicarboxilico, probablemente disminuyendo la proporcion de acetl-CoA/CoA en la
mitocondnia actuando como un grupo acetil aceptor. Ei o-lipoato también mejora la
recuperacion en corazones isquémicos-reperfundidos, y esto es posible porque al menos parte
del mecanismo es por medio una accidon metabolica semejante a la lipoamida, ademas a los

efectos antioxidantes (24).
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PROPIEDAD ANTIOXIDANTE

A. «-ACIDO LIPOICO

El a-dcido lipoico barredor de radicales hidroxilo, oxigeno singulet, acido hipocloroso

y 6xido nitrico. Ademads, quela metales de transicién (24, 26, 27, 28, 29, 30, 31).

El a-dcido fipoico es un potente barredor de radicales hidroxilo. Estudios en
laboratorio con un nuevo compuesto produciendo radical hidroxilo: N,N'-bis(2- hidroperoxi-
2-metoxietil) -1,4,5,6 —naftaleno -diamida tetracarboxilico (NP-III), confirma que el -
lipoato es un barredor de radicales hidroxilo y elimina la posibilidad que el efecto es
simplemente debido a la quelacion de metales (31). El NP-1II produce radicales hidroxilo en
iluminacion con luz ultravioleta. Estas determinaciones se hicieron por mediciones de la

oxidacidén en albumina de suero bovino y apolipoproteina B de baja densidad de humano (24).

De manera similar se reporta la habilidad del a-acido lipoico como barredor de dcido
hipecioroso (HOCI). Si bien, el glutatién reducido es un potente barredor de HOCI, la forma
oxidada, no lo es. Los autores de este estudio especulan que la gran reactividad del o-acido
lipoico comparado con el gluation oxidado ¢ disulfuro (GSSG) tal vez es debido a algan *¥**
de conformacion de los cinco miembros del anillo en la forma intramolecular oxidada del a-
acido lipoico. Esto no pasa en el disulfuro intermolecuiar del glutation oxidado, quizd explica

esta falta de reactividad en este sistema (26, 27).

El a-dcido lipoico, es un barredor del oxigeno singulet en al menos cuatro diferentes
sistemas. Los primeros estudios muestran que el acido lipoico reacciona con el oxigeno
singulet generado por la autooxidacion del rubreno, o por oxidacion fotosensibie del metileno.
Estos experimentos fueron llevados a cabo en solventes organicos. Posteriores estudios hechos
en condiciones mas fisiologicas también mostraron que el acido lipoico es un barredor

efectivo del oxigeno singulet (24, 26, 27).



Ademas, s¢ ha cbservado que el acido lipoico disminuye la produccion de Oxido nitrico
en macrofagos. Los macréfagos se incubaron con lipopolisacéridos y varias dosis de acido
lipoico durante 24 horas. A dosis alrededor de 200 uM, tuvo un efecto significativo en la

produccién de dxido nitrico, y con mas del 50% de inhibicion a 0.5 mM (24, 28).

El icido lipoico también puede ejercer un efecto antioxidante en sistemas biologicos
por medio de la quelacién de metales de fransicidn. Algunos estudios mencionan la
disminucién de Cd**, induciendo la toxicidad en hepatocitos aislados. aunque los autores
especulan que el efecto se debid a la conversion de o-acido lipoico a dihidrolipoato, el cual
fue el verdadero agente quelante. Otro estudio fundamenta que et acido lipoico inhibe el sitio
especifico de degradacion de la desoxiribosa por un sistema FeCls/H>0-/ascorbato, indicando
que este fue capaz de remover los iones hierro unidos a la desoxirrbosa. El a-lipoato forma
complejos estables con Mn™, Cu® y Zn’". También se han examinado los complejos
formados con bisnorlipoato y tetranorlipoato, que son homologos cortos de dos y cuatro
carbonos del 4cido lipoico respectivamente. Estos demostraron ser mas estabies que con acido
lipoico, presumiblemente porque las cadenas cortas también participan en la quelacion

permitido por el anilio ditiolano (31).

B. ACIDO DIHIDROLIPOICO

Con un potencial redox de 0.32 V para reduccién LA/ADHL, el 4cido dihidrolipoico
es un potente reductor; en comparacion, el potencial redox del GSSG/GSH es de 0.24 V. El
ADHL reduce GSSG a GSH, pero el GSH es incapaz de reducir o-dcido lipoico a ADHL. El
ADHL es un barredor, al 1gual que él wa-lipoato del acido hipocloroso, radical peroxilo,

hidroxilo, anién superdxido y 6xido nitrico (24, 32).

En los sistemas en los cuales el acido lipoico fue probado para reaccionar con el ion
hipocloroso, el ADHL también demostrd tener la misma habilidad antioxidante. E} ADHL es

un inactivador efectivo de radicales peroxilo en varios sistemas diferentes. En un estudio, en el



cual generaron radicales peroxilo en sistemas lipidicos o acuosos, demostraron que el ADHL

es un eficiente inactivador en los dos sistemas (33).

Usando NP-I11 en un sistema similar al utilizado con a-lipoato, el ADHL resultd ser un

efectivo barredor de radicales hidroxiio (24).

En otro estudio, en el cual se generd anion superdxido por la xantina-xantina oxidasa,
se cita la reaccion del ADHL con el radical superdxido. Esta reaccion se confirmo analizando
la disminucidn del sulfidrilo contenido del ADHL vy por el aumento de H>0,. Estos resultados
se comprobaron en un estudio posterior, utilizando el mismo sistema para ia generacion del
radical superoxido y, compitiendo con la oxidacién de epinefnina se evalué la capacidad de
inactivacion del ADHL. En contraste con estos resultados, en un sistema similar generador de
superoxido, y mediante la deteccion del radical superdxido dependiente de la reduccion de
azul nitro tefrazolium; no se encontrd efecto del ADHL. Para esto no se encontrd una

explicacion satisfactoria en la discrepancia de los resultados (24)

Similar a la capacidad del u-lipoato, se observo que el DHILA reacciond con el dxido

nitrico (24).

C. INTERACCIONES REDOX CON OTROS ANTIOXIDANTES

El ADHL parece ser capaz de regenerar otros antioxidantes de forma indirecta, como
ascorbato y vitamina E. La vitamina E es el principal antioxidante que protege a las
membranas de ia lipoperoxidacion. La vitamina E existe en membranas biologicas a baja
proporcion molar en fosfolipidos insaturados, usualmente menor gue 0.1 nanomoles por
miligrame de proteina de membrana o, en otras palabras, una molécula por 1000 a 2000
moléculas de fosfolipidos de membrana, que son el principal blanco de oxidacién en las
membranas. Los radicales lipoperoxilos pueden generarse en las membranas a la velocidad de

1-5 nanomoles por miligramo de proteina de membrana por minuto, sin embargo, la oxidacion



destructiva de los lipidos de membrana no sucede normalmente, ni la deplesion rapida de la
vitamina E. Ademas, los estados de deficiencia de vitamina E son notablemente dificiles de
inducir en animales adultos. Esta aparente paradoja puede explicarse por el “reciclaje de la
vitamina E”, en donde Ia habilidad antioxidante de la vitamina F, es curiosamente restablecida
por otros antioxidantes. Los antioxidantes que restablecen a la vitamina E son; la vitamina C,

ubiquinoles y tioles (34, 35, 36).

Ubisemiquirina -

Vitamina E Dihidrolipeato
{acido
Ubiguino} dihidrolipoico)
Radical
ROO- v semi-

dihidroascorbato

\ Ascorbato

ROOH
Glutation
disulfuro
Vitamina E o a-Lipoato
radical Glutation {acido lipoico)
reducido

Figura 5. Vias por las cuales el dihidrolipoato restablece a la vitamina E vy otros antioxidantes. El lipoato es

reducide a ditudrolipoato por el NADH dependiente de la dihidrolipoamida deshidrogenasa (la enzima E3 del

complejo a-cetoacido deshidrogenasa) v también por el NADPH dependiente de la glutatidn reductasa.

La evidencia para el reciclaje de la vitamina E por el ADHL. procede de varios
estudios. El ADHL protege contra la lipoperoxidacion microsomal, pero solo en presencia de
vitamina E. El ADHL prolonga el retraso de la fase anterior al inicio del nivel bajo de
quimioluminiscencia, pérdida de vitamina E y la rapida acumulacion de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico in microsomas normales, pero no en las deficientes de vitamina E. El a-

acido lipoico no fue efectivo en ninguno de los sistemas. El ADHL puede gjercer este efecto




en estos sistemas por reduccion directa  del radical tocoferoxilo o por reduccion de otros
antioxidantes como el ascorbato, el cual después regenera a la vitamina E. este puede tener
una débil interaccion directa entre el ADHL v el radical tocoferoxilo. El use de luz
ultravioleta, que produce directamente radicales tocoferoxilo, elimina la posibilidad de
quetacion del hierro o el efecto de otros antioxidantes, v el uso de liposomas elimina la
posibilidad de accion det ADHL a través de otros antioxidantes. Por lo tanto, en este sistema
es probablemente similar que el ADHI, que participa principalmente en fase acuosa,
reduciendo directamente radicales tocoferoxilo por la superficie interna de la membrana,
compuesta de agua. Sin embargo ¢l efecto es pequefio, y la mayor capacidad de reciclaje de
vitamina E por el ADHL en sistemas biologicos, probablemente es a través de otros

antioxidantes (34, 35, 36).

Se sugiere que el ADHIL previene la lipoperoxidacion por reduccidon del glutation
oxidado, que a su vez restablece a la vitamina E. Esta propuesta se basa en la accion de la
combinacidén de ADHL vy glutatién oxidado, pero no del ADHL solo; los cuales previenen la
lipoperoxidacion inducida por ascorbato de Fe*'. Alternativamente en 1992, Kagan propone
que el ADHL protege a las membranas contra la oxidacidn por el reciclaje de ascorbato, que a
su vez restaura a la vitamina E (figura 5). Estos estudios también muestran que el ADHL
interactua con NADPH o NADH dependientes de la cadena de transporte de electrones para
reciclar la vitamina E. El reciclaje de la vitamina E dependiente del ascorbato por el ADHL,
también se observa en lipoproteinas de baja densidad de humano y membranas de eritrocito.
Ademss, la evidencia muestra que la administracién in vivo de w-acido lipoico puede
aumentar ¢l nivel de ubiquinol en la fase de estrés oxidativo; y que el ubiquinol recicla a la
vitamina E. De aqui, que se sefiale actualmente la evidencia que el contenido de ADHL puede

restablecer la vitamina E via glutatidn, vitamina C, o ubiquinoi; pero la contribucion relativa

de cada via, no son bien definidas (34, 35, 36, 37).

El a-4cido lipoico también causa un aumento intracelular de glutation. Peinadao er ol
(25) demostraron que los tioles aparecen en ia perfusion cuando el a-lipoato fue infundido en

el higado, pero la naturaleza exacta de los tioles no fue identificada. La adicidén de acido



lipoico a lineas celulares de neuroblastoma y melanoma, observaron a dosis dependientes el
aumento de 30 a 70% el contenido de GSH, comparandoio con controles sin tratamiento.
Estos investigadores fundamentan evalvaciones similares en células de pulmon, higado y
rifion, Estos resultados se confirmaron en lineas celulares Junkat de humano, donde las
concentraciones intracelulares de GSH aumenta en aproximadamente 50%, 5 horas después
de la adicion de acido lipoico al medio de cultivo. Tales elevaciones de GSH no pueden ser
explicadas por una reduccion de GSSG, porque la concentracion de GSSG normalmente es
menor al 10% de la concentracion de GSH. Siguiendo con el medio de cultivo cejular, el a-
lipoato es tomado por las células y reducido a dihidrolipoato. El dihidrolopoato intracelular es
liberado rapidamente al medio de cultivo rico en cistina, donde este aminoacido es reducido al
aminodcido cisteina, que es un precursor para la sintesis de glutation. La reduccion
extracelular de cistina a cisteina y la rapida entrada de este Gltimo a la célula para estimular la
sintesis de glutatidn, tal vez es una posible via del aumento de glutation intracelular, como

respuesta al fratamiento con a-acido lipoico (38, 39, 40).

D. EL ACIDO LIPOICO COMO UN ANTIOXIDANTE METABOLICO

Son dos vias por las cuales el a-lipoato estd intimamente conectado al metabolismo
celular y al estado redox. Como se seflald anteriormente, se conoce en forma amplia la
participacion del dcido lipoico en el metabolismo oxidativo. El poder de reduccion del a-
lipoato exdgeno a ADHL procede del NADH y el NADPH; el a-acido lipoico puede modular
las proporciones de NADH/NAD' y de NADPH/NADP', v estos afectan varios aspectos del
metabolismo celular (24, 26, 28, 29).

El a-dcido lipoico tiene varias caracteristicas que, en combinacion, hacen de este un
“antioxidante ideal” inico. Es soluble en medios acuosos y lipidicos; es faciimente absorbido
de la dieta, transportado, tomado por las células y reducido a dihidrolipoato en varios tejidos.
El ADHL formado es exportado y puede proveer de una proteccion antioxidante al

compartimento extracelular y a células proximas. El ADHL es capaz de afectar un amplio
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rango de antioxidantes, como glutation, vitamina C, ubiquino! e indirectamente vitamina E.
Esta combinacién de cualidades hace del acido lipoico una intrigante posibilidad para el

tratamiento de una multitud de condiciones relativas al estrés oxidativo (24, 26, 28, 29).
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JUSTIFICACION

Los avances que se han obtenido en la investigacién sobre la fisiologia del pollo de
engorda, asi como los antecedentes presentados (que mencionan una excestva produccidn de
RL), etlo permite utilizar a estos como un modelo biologico para estudiar algunas alternativas
que se han practicado en ofras especies (roedores y el humanc: para disminuir el cuadro de
estres oxidativo; tal es el caso del dcido tipoico. Debido a los beneficios que este proporciona
se comercializa actualtualmente para consumo humano en E.UA. y Europa. Es pertinente
aclarar, que no existe informacion sobre la utilizacién de acido lipoico en la premezcla

vitaminica del pollo de engorda.

Con relacion a los antecedentes citados y dado que este estudio nos da la posibilidad de
conocer mas acerca de su funcion fisiologica en el pollo de engorda, se presenta el presente

trabajo de investigacion.



OBJETIVOS

Establecer como posible indicador del estatus oxidativo del pollo de engorda, el grado

de lipoperoxidacion asi como los niveles de glutation del higado.
Evaluar los efectos del dcido lipoico a través de la produccion de especies reactivas al
acido tiobabiturico (TBARS por sus siglas en inglés), sobre el nivel de lipoperoxidacion y

sobre los niveles de GT en higado del ave.

Evaluar si la adicion de 4cido lipoico en el alimento, mejora la eficiencia productiva

del pollo de engorda.

HIPOTESIS

La utilizacién del acido lipoico en el alimento favorece el aumento de los niveles de

GT y reduce el grado de lipoperoxidacion en el higado de las aves.

La utilizacion del acido lipoico mejora los indices productivos del pollo de engorda.
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MATERIAL Y METODOS

El desarrollo de este estudio contempld fundamentalmente dos partes, una denominada

de campo y otra de laboratorio:

FASE DE CAMPO

Tuvo una duracion de 49 dias que comprendieron los meses de Marzo, Abril y Mayo
de 1999. Se realizo en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion
Avicola (CEIEPA), de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional Auténoma de México, ubicado en Santiago Zapotitlan, delegacion Tlahuac en el
Distrito Federal a una altura de 2235 metros sobre el nivel del mar. El clima de la region esta
clasificado como templado subhumedo, con bajo grado de humedad, con una precipitacion

media anual de 600 a 800 mm; siendo Enero el mes mas frio y Mayo el mas caluroso (41).

Se utilizd una caseta experimental de ambiente natural con piso de cemento, cortinas
de lona y focos incandescentes; que previo a la Hegada del pollo se lavo, encaléd v desinfecto.
El equipo utilizado fue: comederos de plato y bebederos de 3 litros en la recepcion,
manteniéndolos durante la primera semana de edad; posteriormente se cambiaron a comederos
tipo tolva y bebederos automaticos de campana durante el resto del ciclo. Se recibid al pollo
en el primer dia con electrolitos junto con vitaminas en el agua de beber y, durante las

primeras cuatro semanas de vida se les proporciond calor con criadoras infrarrojas de gas.

Se emplearon 1032 pollos mixtos de un dia de edad (Avian Farm -macho- X Arbor
Acres —hembra-), provenientes de una incubadora comercial, se tomd una muestra
representativa al azar para su pesaje {42 g) y posteriormente se distribuyeron aleatoriamente
en 24 corrales (unidades experimentales) con cama de viruta. El programa de alimentacion
comprendio dos etapas, una de iniciacion (del primer dia al 21 de edad) y otra de finalizacion

(del dia 22 al 49); las dietas se formularon basandose en sorgo, soya v glutén de maiz (Cuadro
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2); cubriendo las necesidades de nutrientes (Cuadro 3) sefialados por Cuca et al. (42) para
pollo de engorda. El acceso al alimento y agua de bebida fue ad libitum. Las dietas se

elaboraron en la planta de alimentos del CEJEPA.

En el estudio se emplearon cuatro tratamientos:

Tratamiento 1 alimento basal 0 testigo {sin dcido lipoico)
Tratamiento 2 alimento basal + 10 ppm de dcido lipoico
Tratamiento 3alimento basal -+ 20 ppm de 4cido lipoico

Tratamiento 4 alimento basal + 40 ppm de &cido lipoico

A partir de la dieta basal que se muestra en el testigo, se elaboraron 3 dietas
experimentales por etapa, a cada tratamiento se sometieron grupos de 258 pollos, repartidos
en 6 repeticiones de 43 animales cada uno. La asignacion de los tratamientos a las unidades

experimentaies fue completamente aleatoria.

Los pollos se pesaron en la primera, tercera, quinta y séptima semanas. Los datos de
mortalidad se registraron diariamente, posterior a la determinacion de la causa de la muerte:
por sindrome ascitico u otros factores; también se determinaron los consumos de alimento y

ganancias de peso en las semanas sefialadas anteriormente.

Semanaimente se tomaba una muestra de un pollo por repeticion, para su sacrificio;

con la finalidad de hacer las determinaciones a partir del higado en el laboratorio.

El manejo médico consistié en la inmunizacidén contra la enfermedad de Newcastle a
los 12 vy 18 dias de edad (vacuna via ocular y emulsionada via subcutanea en el primer tercio
posterior del cuello} y contra la enfermedad de Infeccion de Bolsa de Fabricio a los 18 dias de

edad en el agua de bebida.
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Cuadro 2. Composicion de las dietas basales de iniciacién y finalizacion.

INGREDIENTES
'St(-)'rgo B

Pasta de soya

Giuten de matz

Ortofostato de calcio
Carbonato de caicio

Sal (NaCly

Aceite vegetal

Premezcla de vitaminas (Cuadro 5)
DL-Metionina

L-Lisina

Premezcla de minerales (Cuadro 4)
Cloruro de colina {60 %)
Fungicida

(Coccidiostato

Bacitracina de Zinc

Pigmento amaritlo®

Antioxidante (Feed-Ox)
TOTALDEKG

303.160
60.000
20.432
14,532

2.756
31.019
2.500
1.444

1.766

1.000
0.500
0.500
0.500
0.500
0.0600
0.150

~1000.000

~# Cortesia de Pigméﬁtés Vegega.les del Centro S AL de C.V.
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INICIACION FINALIZACION
R

577.491
297.417
28.459
21.214
14.147
2.623
50.602
2.500
1.826
1.071
1.000
0.500
0.500
0.500
0.500
4.000
0.150

1000.000




Cuadro 3. Analisis calculado de las dietas basales en las dos etapas.

NUTRIENTE | INICIACION FINALIZACION
T e -
Energia metabolizable (Kcal/Kg) | 3000 3100
Lisina (%) ; 12 1.1
Metionina (%) - 0.51 0.50
Metionina + Cistina (%) 0.90° 0.85
Treonina (%) | 0.78 0.73
Calcio total (%) : 1.00° 1.00
Fosforo disponible (%) 0.48 0.47
Sodio (%) 0.18 0.18
Cloro (%) | 0.19 0.21

Cuadro 4. Composicion de Ia premezela mineral utilizada en las dietas por tonetada de alimento.

MINERALES  CANTIDAD () = FUENTE
e e e
Zinc 50.00 . Oxido de Zinc
Manganeso 110.00 . Oxido de Manganeso Il
Cobre 12.00° Sulfato Cuprico
Yodo 0.30 EDDI
Selenio 0.10 Selenito de Sodio
Cobalto 0.20 Carbonato de Cobalto
Excipiente ¢.b.p. | 1,000.00 Carbonato de Calcio
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Cuadro 5. Composicion de la premezcla vitaminica utilizada en las dietas por tonelada de alimento.

VITAMINA
Vitamina A
Vitamina D3
Vitamma E
Vitamina K
Vitamina B1
Vitamina B2
Vitamina B6
Vitamina B12

Niacina

Acido pantoténico

Biotina
Acido flico

Antioxidante

Vehiculo c.b.p.

AT
~12,000.00 UI
' 2,500.00 UIP-
£30,000.00 U
2.00 g
2.25 g
750¢g
3508
20.00 mg
45.00 g
1250 ¢
125.00 mg
1.50 g
25.00 ¢,
2,500.00 g

 Acetato de retinilo blindado
Colecalciferol irradiado v blindado
Acetato de DL-o—tocoferilo adsorbato
Bisulfito sddico de menadiona
Clorhidrato 6 mononitrato de tiamina
Riboflavina

Clorhidrato 6 mononitrato de piridoxina
Cianocobalamina
Nicofinamida
D-pantotenato de calcio
D-biotina

Folacina

TBHQ, BHT vy ETQ

Vegetal y mineral
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FASE DE LABORATORIO

Se efectud en el laboratorio numero 34 de la Unidad de Posgrado e Investigacion de ia
Facultad de Medicina vy en el Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica de la Facultad

de Medicina Veterinaria v Zootecnia en la Universidad Nacional Autonoma de México.

El desarrollo de esta fase consistié en lo siguiente:

El sacrificio de los animales se realizd por dislocacion cervical en la caseta donde se
mantuvieron los pollos y se recolectd el higado, dividiéndose en dos porciones para las
determinaciones de lipoperoxidacion y de glutatién total, posteriormente se colectaron en un
termo con hielo seco para su traslado inmediato al laboratorio, previamente identificados por
repeticion y tratamiento. El sacrificio de las aves se realizd semanalmente, tomandose de

torma aleatoria un pollo por repeticidn.

DETERMINACION DE LIPOPEROXIDACION HEPATICA

Se evalud el grado de lipoperoxidacion de higado por medio de la determinacion de
Especies Reactivas al Acido Tiobarbitarico (TBARS, por sus siglas en inglés Thio-Barbituric
Acid Reactive Species), por la técnica del acido tiobarbitirico modificada por Zentella er af
(43). Se obtiene una porcion del drgano guardando una proporcion de 1:6 en relacion peso del
tejido : volumen de agua destilada previamente enfriada, para su homogeneizacion y filtracion
a través de una gasa de algoddn. Se tomé una alicuota de 200 pl del filtrado, para ser
incubado en tubos de ensaye con 1.0 ml de solucidén buftfer de fosfatos 0.15 M a un pH de
7.0, por 30 minutos a 37° C. Después se adiciond 1.5 ml de acido acético 20% a un pH de
2.5 y 1.5 ml de 4cido tiobarbitirico (TBA, por sus siglas en ingiés Thio-Barbituric Acid) al
0.8%; la mezcla se coloct en agua a ebullicion durante 45 minutos, al termino del cual los
tubos se colocaron en agua con hielo, después de 10 minutos se agregé 1 ml de KCl al 2% y 5

mi de butanol-piridina (15:1), se mezcld vigorosamente, finalmente se centrifugd a 5,000
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revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos, y se cuantificé la absorbancia
espectrofotomeétrica a 532 nanémetros {43). Para la determinacion de la cantidad de protemnas
presentes ¢n ¢l homogenado, que es necesaria para calcular los TBARS como nanomoles por
miligramo de proteina, se utilizé el método colorimétrico de Bradford (44), que consiste en
realizar una curva patron de diferentes concentraciones de aibumina (0, 20, 40, 60, 80 y 100
microgramos) y de colocar en otros tubos de ensaye, 50 ul de los homogeneados problema
con una dilucion 1:20 a todos los tubos; tanto los tubos de la curva como los problema se les
afora a 100 mi con solucion buffer Tris-KCI-EDTA. A todos los tubos se les agregd 5 ml del
reactive de Bradford y se cuantificé la absorbancia a 595 nm; la lectura problema se
transforma mediante la curva de albdmina en gramos de proteina y luego se corrige por la

dilucion.

DETERMINACION DE GLUTATION TOTAL HEPATICO

Para dicha determinacion se utilizé igualmente una porcion del higado, toméndose
unicamente entre 0.25 v 0.3 g de muestra, a la cual se anadieron ocho veces su peso de acido
perciérico en un tubo homogeneizador para desproteinizar la muestra. Para esto, el tubo y el
acido perclorico (1M) permanecieren en hielo a 4° C. La muestra fue centrifugada a 5,000
rpm vy el sobrenadante se decantd en tubos de ensaye de 5 mi y sellados hasta su analisis de la

siguiente manera.

En cinco cubetas de cuarzo se deposita 1 ml de solucion buffer de fosfatos con pH 7.0
a temperatura ambiente (21° C aproximadamente). Se colocan 5, 10, 20, 30, 50 ul de ia
sotuctdn estandar respectivamente; luego se colocd 20 ul de NADPH (2 mg/0.5 NaHCO; al
0.5%), 20 ml de la enzima glutatioén reductasa (6 unidades/ml buffer), se agitan suavemente
evitando la formacion de burbujas, se dejan reposar por dos minutos; se introduce la cubeta a
fa celdilla del espectrofotdmetro previamente calibrade a 412 nandmetros de absorbancia, se
hace la lectura y se toma como blanco. Posteriormente se deposita 20 pl de acido di-

tionitrobenzoico (DTNB) (0.75 mg/0.5 ml de NaHCO3 al 0.5%), inmediatamente después de
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depositado el DTNB se marca el tiempo de inicio, hasta que se cumplan 5 minutos, se agita la
cubeta de cuarzo con su respectiva muestra y pasados los 5 minutos se introduce la cubeta a la

celdilla para realizar la lectura (45).

Si las lecturas obtenidas a partir de los estandares corresponden a un rango
previamente establecido, se dice que los reactivos y el estandar son adecuados; de no ser asi,
se tiene que reiniciar nuevamente hasta que las lecturas sean las esperadas. Finalmente se
sustituyen los estandares por una alicuota por 10 ul de la muestra problema v se realiza el

mismo procedimiento para obtener la lectura de cada muestra.

ANALISIS ESTADISTICO

Se empled un disefio estadistico completamente aleatorizado para los cuatro

tratamientos con seis repeticiones,

Los datos de consumo de alimento, ganancia de peso, conversion alimenticia,

mortalidad general y por sindrome ascitico se analizaron con el siguiente modelo (46):

Yi=u+t+eg; (i=1,2,...,61=1,2,..,p)

BDonde:

Y = variable de respuesta
1 = media general
1T = efecto del i-€simo tratamiento | <i> 4

£ = error experimental 1 <j> 6

Para los resuitados de 1as determinaciones de laboratorio, se utilizé un modelo similar

al anterior para el analisis.



El andlisis estadistico se realizé conforme al disefio utilizado, con un analisis de
varianza (ANDEVA) y aplicando la prueba de Tuckey para diferencia de medias en casos

donde se encontro diferencias significativas al 0.5 v 0.1% (47).



RESULTADQOS

Los resultados que se presentan a continuacidon se dividen en dos fases; que
corresponden a la fase de campo, donde se presentan los resultados de los parametros

productivos vy, otros a la fase de laboratorio.

FASE DE CAMPO

En el transcurso det estudin, los datos productivos de la parvada se registraron en las
etapas de iniciacion gue comprende de C a 3 semanas y finalizacion de la semana 3 a la
semana 7, ademas se hizo un resumen del ciclo completo de produccion, es decir de 0 a 7
semanas, en donde también se informa de los efectos lineales; por lo que los resultados se

reportan en este orden.

VARTABLES PRODUCTIVAS EN LA ETAPA DE INICACION

No se encontraron diferencias estadisticas (P>0.05) entre los tratamientos para los
parametros productivos analizados durante esta etapa: consumo de alimento, ganancia de peso
y conversion alimenticia. Se puede observar en el Cuadro 6, que los resultados fueron muy

simiiares entre los iratamientos.

Con relacion a 1a mortalidad por sindrome ascitico {(SA) no se observo alguna
diferencia estadistica significativa (P>0.05) entre tratamientos, sin embargo en mortalidad
general se detectaron diferencias estadisticas significativas (P<0.05) en el tratamiento 2 (dicta

convencional mas 10 ppm de acido lipoico) en comparacidn con el grupo testigo.
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Cuadro 6. Consumo de alimento, ganancia de peso v conversion alimenticia de 0 a 21 dias.

T T2 T3 T4
Ganancia de 584 585 582 568
peso (g) +20 @ +20 @ +40 +50 4
Consumo de 858 858 863 841
alimento (g) 14 @ 12 a £37 46 A
Conversion 1.469 1.467 1.482 1.479
alimenticia +0.02 a +0.03 a £0.07 a +0.08 a

* Valores promedio + error estandar.
a= Valores con distinta literal en el mismo rengion son estadisticamente diferentes (P<0.05}.

Cuadro 7. Porcentaje de mortalidad por SA y mortaiidad general de 0 a 21 dias.

T T2 T3 T4
Mortalidad 3.527 0.785 1.172 1.938
general (%) +0.815 a +0496 b +0524 ab 111 ab
Mortalidad 0.767 0 0 0.388
por SA (%) £0.485 A +0 a0 033 a

* Valores promedio # error esténdar.
a, b= Valores con distinta literal en el mismo renglon son estadisticamente diferentes {p<0.05).

VARIABLES PRODUCTIVAS EN LA ETAPA DE FINALIZACION

El Cuadro 8 muestra que en consumo de alimento, se encontrd una disminucion
significativa (P<0.05) en los tratamientos 2, 3 y 4 en relacion con el testigo; siendo los
tratamientos 2 y 4 estadisticamente iguales. Bl tratamiento 3 tuvo el menor consumo. En
ganancia de peso, el tratamiento con el mejor comportamiento (P<0.05) fue el tratamiento 4
en comparacion con los otros tres fratamientos. También se encontraron diferencias
significativas (P<0.05) en la conversion alimenticia, siendo mas favorable a las dosis mas

altas de 4cido lipoico (tratamientos 3 y 4), teniendo un efecto

(P<0.05) el tratamiento 4 que el tratamiento 3.

significativamente mejor



Cuadro §. Efecto en consumo de alimento, ganancia de peso y conversion alimenticia de 22 a 49 dias.

11 T2 T3 T4
Ganancia de 1,783 1,678 1,725 1,832
peso (g) +60 a 70 a +50 a  +50 b
Consumo de 3,751 3,45 3,387 3,438
alimento (g) + 50 a £30 b +40 C  £40 b
Conversién 2.104 2.056 1.963 1.877
alimenticia £008 a4 +007 a 1008 b =:o006 C

* Valores promedio & error estandar.
a, b, ¢ = Valores con distinta literal en el mismo rengldn son estadisticamente diferentes (P<0.05).

La mortalidad general y por SA disminuyeron (P<0.05) con 4cido lipoico, siendo

mejor este efecto con la dosis mayor (40 ppm), es decir, el tratamiento 4 {Cuadro 9).

Cuadro 9. Datos de porcentaje de mortalidad general y por SA de 22 a 49 dias.

T1 T2 T3 T4
Mortalidad 5645 4.307 3.518 1.572
general (%) +0996 a +1118 ab z1035 ab 0498 b
Mortalidad 4.862 2.318 1.968 0.767
por SA (%) +0881 a4 0841 ab 20743 ab 0485 b

* Valores promedio : error estandar.
a, b= Valores con distinta literal en el mismo rengién son estadisticamente diferenies (P<0.05).

RESULTADOS PRODUCTIVOS EN EL CICLO COMPLETO

Los datos promedio que estan en el Cuadro 10, indican que no se encontraron
diferencias significativas (P>0.05) en los parametros consumo de alimento y ganancia de
peso, no asi en conversion alimenticia, en donde el tratamiento 4 fue significativamente

{(P<0.05) mejor.
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Cuadro 10. Datos del consume de alimento, ganancia de peso v conversion alimenticia de § a 49 dias.

T1 T2 T3 T4
Ganancia de 2,367 2,262 2,307 2,399
peso (g) 57 a4 £30 a 18 a4 +58 @&
Consumo de 4 730 4 476 4,446 4 461
alimento (g) £21 & 15 a4 48 A +33 4
Conversion 1.899 1.980 1.927 1.859
alimenticia £0025 4  $00245 2 :0015 ab :0026 b

* Valores promedio & error estandar.
a, b = Valores con distinta literal en el mismo rengldn son estadisticamente diferentes (P<0.05).

Asl mismo, en la Grafica 1 se observa el efecto lincal encontrade en el indice de

conversion alimenticia; este efecto lineal fue negativo y se expresa con la siguiente ecuacion:

y=2.011-0.047 x

Es decir, se observo un comportamiento inversamente proporcional (P<0.03) con un
valor de regresion de -0.92, dada la dosis de acido lipoico en el alimente, por lo que a mayor

dosis, menor el indice de conversion.

y=2.011-0.047x

. P<0.03 r=-0.92 M _—
2.10 | fg % ]
B ggm %
E S é:«g
2 200 S A .
é T o} %
:5 1.95
S 400 b e s :...;3
T . - e
= 1.80L
! 2 3 4

Tratamientos

Grafica 1. Efecto lineal del indice de conversion alimenticia duranie el ciclo completo de produccidn.
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Cuadro 1. Porcentaje de mortalidad por SA v mortalidad general de 0 a 49 dias.

T1 T2 T3 T4
Mortalidad 8.58 543 464 37
General (%) +1.43 4 +116 ab <108 ab o093 b
Mortalidad 3.92 2.32 1.93 1.15
por SA (%) +071 a #0387 b +0772 b x038 b

* YValores promedio + error estdndar,
a, b = Valores con distinta literal en ¢! mismo renglén son estadisticamente diferentes (P<0.05).

En el Cuadro 11 se observa que la mortalidad por SA resulto significativamente menor
(P<0.05) a las tres dosts de 4cido lipoico (tratamientos 2, 3, 4) en relacion con el tratamiento
testigo, también se observa una disminucion numeérica conforme la dosis es mayor, En cuanto
a la mortalidad general solo fueron significativamente diferentes (P<0.05) los tratamientos 1 v

4 al comparar los cuatro tratamientos, resuitando favorabie el tratamiento 4.

En mortalidad general se encontrd (Grafica 2) un efecto lineal negativo que se expresa

en la siguiente ecuacion:
y=7.875-1543 x
donde hubo un comportamiento inversamente proporcional (P<0.05) con un valor de

regresion de -0.88, dadas las diferentes dosis de acido Hipoico en el alimento, por lo que lo que

a mayor dosis, menor la mortalidad general.
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y=7.875-1.543
P<0.05 1r=-0.88

Mortalidad general (%)
<

Tratamientos

Grafica 2. Efecto lineal del porcentaje de mortalidad generzl en el ciclo completo.

En la mortalidad por SA de igual forma se encontré un efecto lineal negativo, que se

expresa en la siguiente ecuacion:
y=23.6356-0.87 x

donde el comportamiento fue inversamente proporcional (P<0.02), con un valor de regresion
de -0.92, dadas las diferentes dosis de 4cido lipoico en el alimento, por lo que a dosis

mayores, la mortalidad por SA disminuye.
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Mortalidad por sindrome ascitico (%)

4.4

3.2

2.0
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y=3.635-0.87x
P<0.02 r=0.92
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FASE DE LABORATORIO

proteina del tejido.

LIPOPEROXIDACION HEPATICA

Tratamienios

Grafica 3. Efecto lineal del porcentaje de mortalidad general en el ciclo completo.

de la segunda semana de vida se encontraron los siguientes efectos:
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I.as concentracioness de especies reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) se midieron
semanalmente en higado, a partir de la primera semana de vida del poilo {semana cero) hasta

la sexta semana. Las concentraciones se presentan en nanomoles de TBARS/miligramo de

Analizando semanalmente los resultados (Cuadro 12), no se observaron diferencias

significativas entre los tratamientos en la semana cero v la primer semana, sin embargo a partir

En la segunda semana hubo un efecto a favor del acido lipoico estadisticamente

significativo (P<0.05) en los tratamientos 2 y 3 en relacién con el tratamiento testigo, y




aungue en el tratamiento 4 se observo una disminucidn numérica en la concentracidon de

TBARS, esta no tue significativa.

Cuadro 12. TBARS (nanomoles/mg de proteina} en higado de pollos por tratamiento y por semana.

SEMANA T1 T2 T3 T4
0 0.416 0.318 0.229 0.338
+0208 a4 +0168 a 0155 a  +0.186 a
1 0.168 (.082 6.051 0.093
+0037 a 0035 & +0048 @ 10066 4a
2 0.384 0.185 0172 0.211
£014 a4  +0097 & +0068 a4 0092 a
3 0.938 0.467 0.353 0.336
+0224 a +0103 b :08 b :0134 b
4 0.897 0.235 0.521 0.284
+0137 4  +008 € 20114 b +0095 C
5 0.65 0.579 0.285 0.307
0182 a4 £00907 a 041 b 0178 b
6 0.487 0.206 0.196 0.186
£0102 a 0045 b x005¢ b o088 b

* Valores promedio + error estindar.
a, b. ¢ = Valores con distinta literal en ] mismo renglon son estadisticamente diferentes {P<0.05).

Hubo un efecto significativo (P<0.05) en cualquiera de las tres dosis administradas de

acido lipoico comparandolos con el tratamiento 1 en la tercera semana de vida del pollo.

Se encontré un efecto similar en la cuarta semana, los valores mas bajos se encontraron
en los tratamientos 2 y 4, &l mas alto en el tratamiento 1, aunque no se obtuvieron valores tan
bajos en el tratamiento 3 como en los tratamientos 2 v 4, este también fue estadisticamente

significativo (P<0.05).
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Cuadro 13. TBARS (aanomoles/mg de proteina} en higado de pollos por semana independiente del tratamiento.

SEMANA TBARS
0 0.325 =:0121 a
1 0.099 0069 b
2 0.241 +0.143 ab
3 0.524 0315 a
4 0.487 031 a
5 0.455 023 a
6 0.269 :o0208 ab

* Valores promedio + error estandar.
a, b = Valores con distinta literal en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05).

Fn la semana 5 se observaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) en
los tratamientos 3 y 4, que corresponden a las concentraciones mas bajas de TBARS; en el
tratamiento 2 se notd una disminucién numérica con relacion al tratamiento testigo, pero sin

diferencia estadistica.

En la Oltima semana de vida se obtuvo un efecto estadisticamente significativo
(P<0.05) en los tratamientos 2, 3 y 4 en comparacion con el tratamiento 1 a favor det acido

lipoico.

Analizando los resultados del Cuadro 13 por semana independientemente del
tratamiento, no se observo alguna diferencia significativa (P>0.08), salvo en la primer semana
de vida del pollo, en donde este valor fue menor comparandolo con las demas semanas, efecto

que se nota mas claramente en la Gratica 4.



TBARS (nanomoles/mg de proteina)
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Grafica 4. TBARS (nanomoles/mg de proteina) en higado de pollos por semana independiente del tratamiento. *

Desviacion estandar, ** error estandar.

En el Cuadro 14 se puede apreciar que los tratamientos 2, 3 y 4 presentaron
concentraciones estadisticamente menores (P<0.05) al comparar los ftratamientos
independientemente de ia semana; este efecto del 4cido lipoico sobre los TBARS en higado de

pollos se aprecia en la Gratica 5.

Cuadro 14. TBARS {nanomoles/mg de proteina) en higado de pollos por traiamiento independiente de la semana.

TRATAMIENTO TBARS
i 0563 +0301 a
2 0.297 +013 b

0.258 =:0163 b

I W

0.252 :0107 b

* Valores promedic + error estandar.
a, b = Valores con distinta literal en la misma columna son estadisticamente diterentes (P<0.05}.
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Grafica 5. TBARS (nanomoles‘mg de proteina) en higado de pollos por wratamiento independiente de la semana.

* Desviacion estandar, ** error estandar,

GLUTATION TOTAL HEPATICO

En el analisis de los resultados por semana, no se enconird efecto significativo
(P>0.05) en las dos primeras semanas. En la tercera y cuarta semana se detectd un efecto
stgnificativo del acido lipoico. En la tercera semana existio efecto a las tres dosis utilizadas en
relacion con el testigo, no habiendo diferencias significativas entre las tres dosis. A la cuarta
semana igualmente hubo un efecto del acide lipoico, encontrandose los niveles

significativamente mas altos de glutation total en el tratamiento 3.

En la guinta semana existieron diferencias signiticativas (P>0.05) entre los
tratamientos. En la litma semana se observo un efecto de la inclusion det &cido lipoico a
favor de éste sobre ef nivel de glutation total; las tres dosis tuvieron niveles estadisticamente

iguales,




Cuadro 18, Glutatién total (micremoles por gramo de pese himedo) en higado de pollos por tratamiento y por

Semana.

SEMANA T4 T? T3 T4

3] 2.40 2.53 3.40 2.33
+066 4a £0.47 A +063 A +0.55 4

1 2.16 278 2.58 3.22
041 A £031 a £023 a £0.79 a

2 2.40 2.73 2.06 3.07
072 a 1021 a +0.46 4 +11 a

3 1.32 1.00 2.19 2.93
+03g8 b + 026 D +0.58 & +043 a

4 2.03 1.04 2.66 3.32
+032 b +0.58 C +042 b 104 a

5 0.89 3.22 2.01 2.54
+059 b +053 C +042 4 £0.46 a

5 2.07 2.50 3.19 2.48
+026 a +0.62 ab +07t b +0.39 ab

* Valores promedio * error estandar.
a. b. ¢ = Valores con distinta literal en el mismo rengldn son estadisticamente diferentes {P<0.05).

Cuadro 16. Glutation total (micromoles por gramo de peso bimede) en higado de pollos por semana

independiente del ratamiento.

SEMANA Glutatidn total
0 266 +057 a
1 2.68 041 A
2 257 1062 a
3 1.86 +053 a
4 226 +056 a
5 217 059 a
6 256 1048 @

* Valores promedio = error estandar.
a = Valores con distinta literal en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0,05).
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Al analizar los datos por semana independientemente del tratamiento como se observa

en el Cuadro 16, no existieron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05).

sin

embargo se observan los niveles mas bajos de glutation total alrededor de la tercer semana de

vida de ios pollos como se aprecia mas claramente en la Grafica 6.
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Grafica €. Glutatidn total (micromoles por gramo de peso himedo) en higado de pollos por semana

independiente del ratamiento.

Cuadro 17, Glutation total (imicremoles por gramo de peso hitmede) en higado de pollos por tratamiento

independiente de la semana,

TRATAMIENTO | Glutation total
1 1.89 03z b
2 226 :o029 ab
3 258 011 ab
4 2.84 0198 a

* Valores promedic + error estandar,
a, b = Valores con distinta literal en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05).




En los promedios de las concenfraciones de glutation total por tratamiento
independientemente de la semana que se encuenfran en el Cuadro 17. se ve un aumento
estadisticamente significativo con relacion al testigo (P<0.05) en los tratamientos 3 y 4 que
corresponden a las dosis mas altas de acido lipoico (Grafica 7). No asi con el tratamiento 2

donde no hubo diferencia significativa (P>0.03) con respecto al testigo.
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Grafica 7. Glutation total {micromoles per gramo de peso himedo) en higado de pollos por tratamiento

independiente de la semana.
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DISCUSION

PARAMETROS PRODUCTIVOS

En los parametros productivos consumo de alimento, ganancia de peso y conversion
alimenticia, no hubo efecto alguno de la inclusién del acido lipoico en el alimento durante la
etapa de iniciacidn; sin embargo al analizar estos mismos pardmetros en la etapa de
finalizacion se detectd un efecto favorable a la inclusion del acido lipoico; el consumo de
alimento disminuy6 significativamente con las tres dosis de dcido lipoico, observandose cl

menor consumo con la dosis de 20 ppm; esto puede deberse a : .

La ganancia de peso en esta etapa fue claramente mayor con la dosis mas alta del
antioxidante; contrario a lo observado con las dosis menores, que aunque no fueron
estadisticamente diferentes, fueron menos pesades numéricamente. [as dosis de 20 y 40 ppm,
del antioxidante, mostraron la menor conversion alimenticia; correspondiendo a la dosis de 40

ppm ia mejor conversion,

Analizando los resultados durante el ciclo completo, no se observéd diferencia

significativa por parte de la adicion del 4cido lipoico en los pardmetros consumo de alimento y
ganancia de peso; solo la variable conversién alimenticia fue afectada favorablemente por la

inclusion de dcido lipoico, con la dosis de 40 ppm.

MORTALIDAD

El vporcentaje dc  mortalidad por sindrome ascitico (§4) no fue alterado
significativamente en la primera etapa de crecimiento del pollo. En la segunda ctapa se

encontrd una disminucion significativa de este parametro con la dosis de 40 ppm; y aunque

il
-3



también hubo un menor porcentaje de mortalidad con las dosis de 10 vy 20 ppm, estas no

fueron significativas.

Durante el ciclo completo, la mortalidad por SA se abatio con la adicion de las tres

dosis del antioxidante, y a pesar de que no fueron diferentes entre si, se observo una tendencia

que a mayor dosis de acido lipoico hay un menor porcentaje de mortalidad.

En cuanto a mortalidad general durante la etapa de iniciacidén se obtuvo el menor
porcentaje con la dosis de 10 ppm de acido lipoico y las dosis mayores no fueron diferentes
estadisticamente con respecto al grupo testigo, pero la disminuyeron en dos puntos

porcentuales.

En la etapa de finalizacidén y durante todo el ciclo del ave, la variable mortalidad
general tuvo un comportamiento similar; se ve una disminucién gradual del porcentaje
conforme la dosis de 4cido lipoico es mayor, pero solo se detectd una diferencia estadistica

con la dosis de 40 ppm, que corresponde a la mayor dosis.

LIPOPEROXIDACION HEPATICA

La lipoperoxidacion hepatica medida como TBARS en las dos primeras semanas de
vida (semana 0 y 1) del pollo no resultd significativamente favorecida, aunque se observa una
tendencia numérica a disminuir, observandose ios valores mas bajos con el tratamiento 3 en

ambas semanas.

En la segunda semana se observd un efecto significativo, al disminuir los TBARS con
las dosis mas bajas de 10 y 20 ppm. En las semanas 3 y 6 se encontrd un comportamiento
sumilar entre dosis; pero se observd una clara tendencia a disminuir la lipoperoxidacion
conforme la dosis fue mayor. No asi en la semana 4 v 5; los valores menores correspondieron

al tratamiento 4.
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Fue interesante analizar los datos de lipoperoxidacion por tratamiento en el higado,
independiente de la semana; hubo una clara disminucién de 1a lipoperoxidaciéon en
comparacion con el testigo a la mitad del valor de este Gltimo; no obstante que no fueron
diferentes estadisticamente los niveles de los tres tratamientos de acido lipoico, se observo una

tendencia siempre a ser menor los TBARS conforme la dosis fue mayor.

GLUTATION TOTAL HEPATICO

En los resultados de glutatidn total (GT) por semana se detectaron diferencias
significativas en la tercera, cuarta y sexta semanas; en la semana tres, a pesar de no haber
diferencia entre las tres dosis, hubo una tendencia a aumentar el GT: en la cuarta semana si
existié diferencias entre los tratamientos con acido lipoico vy el gue tuve un mejor
comportamiento fue el tratamiento 3. De manera similar que en la tercer semana existio un
aumento del GT con las tres dosis de é&cido lipoico, pero no se encontraron diferencias

estadisticas entre los tres tratamientos.

La inclusién de acido lipoico en la dieta mejord los niveles de GT al aumentarlos,
segtn Jo observado en el analisis de los tratamientos sin tomar en cuenta la semana; aunque no
fue muy marcado este aumento, si fueron significativos los tratamientos 3 y 4 con relacion al

fratamiento festigo.
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CONCLUSIONES

Basdndose en los resuitados obtenidos y bajo las condiciones empleadas en este

experimento, se llegaren a las siguientes conciusiones:

1. El uso de acido lipoico en la dieta para pollos de engorda, no tuvo efecto significativo
sovre los parametros consumo de alimento y ganancia de peso; sin embargo mejoro la

conversion alimenticia del ciclo completo con la dosis de 40 ppm de alimento.

2. Se disminuyd la mortalidad general y por sindrome ascitico durante todo el ciclo

productivo del! pollo de engorda, administrando la dosis mayor: 40 ppm.

3. Seobservo un efecto favorable del 4cido lipoico sobre la lipoperoxidacion hepatica medida
como TBARS, a partir de la segunda semana de vida del pollo; siendo mas baja en las

semanas 3, 4, 5 y 6, con la dosis mayor.

4. La lipoperoxidacion hepatica, disminuyd significativamente con las tres dosis utilizadas de
acido lipoico (10, 20 y 40 ppm), en comparacion con los no tratados, independientemente

de la semana de vida.
5. El glutatién total mostrd  una tendencia a aumentar desde la primera semana de vida,
conforme la dosis de acido lipoico fue mayor; aunque solo resulté significativo el efecto a

la 3% 4% y 6" semanas de edad.

6. Las dosis de 20 y 40 ppm de 4cido lipoico, aumentaron los niveles de glutation fotal con

relacidn al grupo testigo.

7. Se observd una tendencia, que al aumentar los niveles de glutation disminuyé la

lipoperoxidacion hepética.

00



8. Elacido lipoico disminuyd el cuadro de estrés oxidativo en el pollo de engorda.

9. Se confirmd un efecto antioxidante del acido lipoico en el pollo de engorda, coincidiendo

con lo reportado en otras especies.

10. Podrian probarse dosis mayores a las utilizadas en este experimento, puesto que se

observo una tendencia favorable a mayor dosis.
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