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“Homo res sacra homini”
(ElI hombre es sagrado para el hombre)
Méxima de Séneca

“El hombre fuerte es el que gobierna sus pasiones,
El hombre honrado es el que trata a todos con dignidad
El hombre sabio es el que aprende de todos con amor”

Talmud Hebreo
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I. RESUMEN

BALDERAS GONZALEZ ANALIA. EFECTO DE LA INCLUSION DE ACIDO LIPOICO Y
N-ACETIL-CISTEINA SOBRE PARAMETROS PRODUCTIVOS E INDICADORES DE
ESTRES OXIDATIVO EN EL POLLO DE ENGORDA. (Bajo la direccion de Dr. Enrique
Pifia Garza, MVZ MSc. Ernesto Avila Gonzalez y Dra. Raquel Guinzberg Perrusquia).
Con el proposito de evaluar diferentes combinaciones de &cido lipoico (AL) con
N-acetil-cisteina (NAC) sobre los principales indicadores productivos, incluyendo
la presentacién de Sindrome Ascitico (SA), asi como también valorar el dafio a
nivel hepatico a través de los niveles de glutation reducido (GSH); se utilizaron
1200 pollos mixtos de la linea Ross 508 de un dia de edad, distribuidos en seis
tratamientos de 180 pollos cada uno y 5 réplicas por tratamiento. Los pollos se
alojaron en una caseta de ambiente natural y se alimentaron a libre acceso
durante todo el ciclo productivo. Los tratamientos fueron los siguientes: 1. Dieta
basal (DB); 2. DB+10 mg/kg de alimento de AL; 3. DB+ 800 mg de NAC /kg de
peso vivo; 4. DB+ 10 mg/kg de alimento de AL + 200 mg de NAC/kg de peso vivo;
5. DB+10mg/Kg de alimento de AL+400 mg de NAC/kg de peso vivo; y 6.
DB+10mg/kg de alimento de AL+ 800 mg de NAC/kg de peso vivo. Los
resultados de los indicadores productivos ganancia de peso, consumo de
alimento, conversion alimenticia, mortalidad general y mortalidad por SA para las
etapas de iniciacion, finalizacion y ciclo completo, no mostraron diferencias
significativas (P>0.05) a favor de ninguna de las combinaciones planteadas. Sin
embargo fue notable la diferencia numérica para ganancia de peso en el Tx.2 con
respecto al resto de los tratamientos. El indice de mortalidad general resultd
menor en los Tx.3 y Tx.5; mientras que para mortalidad por SA los menores
indices se observaron en los Tx.5 y Tx.6.; destacando que en el Tx.3 la mortalidad
fue nula. Con respecto a los valores de glutation reducido (GSH) se encontré
diferencia con significado estadistico (p<0.05) para la semana 1 donde el Tx.5
resultd diferente de los Tx. 1 y 2 que entre ellos resultaron similares (P=0.010);
para la semana 2 donde el Tx1 mostré ser diferente y menor a los Tx.5 y Tx.6
(P=0.009); y para la semana 7 con el Tx. 3 con respecto a los Tx.5y Tx.6 que al
ser similares entre ellos fueron mayores que el Tx3 (P=0.020). De los resultados
obtenidos en este estudio, se puede apreciar la diferencia numérica sobre
ganancia de peso en el tratamiento con AL con respecto al resto de los
tratamientos. Probablemente la NAC y la combinacién con AL en sus dosis menor
y media resulten benéfica sobre la mortalidad por SA, datos que ademas
coinciden con los valores de GSH para los Tx.5 y Tx.6 (P>0.05). Por lo que se
concluye que aunque no se aprecian las diferencias estadisticas en parametros
productivos, existe una fuerte tendencia numérica que muestra el efecto positivo
de la NAC y sus combinaciones sobre la mortalidad general y la mortalidad por
SA; datos que podrian relacionarse con el incremento en los valores de GSH
hepatico para algunos de estos tratamientos. Se sugiere un mayor numero de
réplicas.

Palabras clave: Pollo de engorda, sindrome ascitico, acido lipoico, N-acetil-cisteina,
glutatién reducido, estrés oxidativo.
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EFECTO DE LA INCLUSION DEL ACIDO LIPOICO Y DE LA N-ACETIL
CISTEINA SOBRE PARAMETROS PRODUCTIVOS E INDICADORES
DE ESTRES OXIDATIVO EN POLLO DE ENGORDA

II. INTRODUCCION

Dentro del sector primario, la industria avicola es una de las actividades
pecuarias con mayor desarrollo. Su importancia, radica en el hecho de que
aporta, entre la carne de pollo y el huevo para plato, el 63.21% del total de la
proteina de origen animal producida a nivel nacional®.

A nivel mundial, México es el cuarto productor de carne de pollo y el sexto de
huevo para plato. Actualmente, mantiene consumos per capita por arriba de los
25.03 Kg de carne de pollo y de los 22.4 kg de huevo para plato, por habitante
per annum. Datos que, comparativamente superan por mucho a los consumos

per capita de carne bovina (15.5kg) y carne porcina (15.3 kg)™.

La tendencia creciente por preferir el consumo de productos avicolas, se ha
venido observando desde el afio de 1994 hasta la fecha, y se explica
bésicamente por la coincidencia de razones nutritivas y econémicas. La carne
de pollo, por ejemplo, es una excelente fuente de proteinas de buena calidad,
ademas su contenido calorico es bajo. Por su parte el huevo para plato es uno
de los productos naturalmente mejor balanceados. Ambos son accesibles
desde los puntos de vista, precio, manejo y conservacion. Comercialmente hay
facilidad para exportarlo o importarlo y estan libres de impedimentos
religiosos?.

Buscando un enfoque de “rendimiento econdémico”, la industria avicola ha
debido optimizar los esquemas de procesos productivos contemplados para
obtener proteina animal de excelente calidad a un costo minimo y a un menor
tiempo, mediante el estudio y la integracion de disciplinas fundamentales como

la genética, la nutricion, la sanidad y el manejo®.



A la fecha los resultados han sido muy favorables. Por ejemplo, para el 2005,
se obtuvo una produccion mayor a las 4.775 millones de toneladas de carne y
huevo de aves, de donde 2.498 millones de toneladas fueron de carne pollo y
2.276 millones de toneladas de huevo para plato. Estas cifras, correspondieron
a ganancias que superaron los 54 795 millones de pesos. Lo que representa a
nivel pecuario el 44.17% del producto interno bruto (PIB), y a nivel
agropecuario el 16.57%".

Las proyecciones indican que México, en diez afios, deberd tener una
produccion de mas 7 millones de toneladas de huevo y carne de pollo
conjuntamente, lo que equivaldria a ganancias mayores a los 81 610 millones
de pesos; estos supuestos lejos de implicar un panorama econdémicamente
agradable exigen un soporte técnico en el é&rea biolégica muy bien
estructurado.

A pesar de que el actual enfoque dirigido a la obtencion de una maxima
produccion en un menor tiempo, a través de estrictos programas zootécnicos,
aunados a una intensa seleccidn genética, ha resultado provechoso, no ha
sido del todo eficiente, ya que la manifestacion de ciertos desérdenes

metabdlicos o funcionales en las aves se ha hecho evidente®.

Como se muestra en el Cuadro 1, en el pollo de engorda los parametros
productivos se han ido mejorado cada vez mas; los dias al ciclo son menores y
las ganancias de peso mayores, la conversion alimenticia indica mayor
eficiencia mientras que la viabiliadad se conserva en altos indices®. Sin
embargo, parece ser, que se esta llegando también, a un limite fisiol6gico
donde el ave manifiesta una incapacidad anatomofisiolégica para adaptarse a
la sobrecarga de estrés generada durante el transcurso de los intensos ciclos
produccién® .

Enfermedades como el Sindrome Ascitico, el sindrome de muerte subita,
debilidad en patas, y pobre fertilidad, entre otros?, son padecimientos que

frecuentemente se asocian a este tipo de produccion intensificada y acelerada.



Cuadro 1. Comportamiento de los parametros productivos observado

a partir de la década de los 40°s?.

Ganancia de Conversion

peso/dia Alimenticia Viabilidad

@ (dias) @ (kg:kg) ()

1943 1360 84 16.4 4 90
1963 1590 67 23.7 2.4 94.3
1983 1930 49 394 1.9 95.5
1993 2040 42 48.6 1.8 95.7
2000* 2270 38 59.7 1.7 95.5
2007** 2900 49 59.1 1.8 95.5

* Valor proyectado ** Valor tomado de la linea comercial Ross-508.

Entre las enfermedades sefialadas, despierta especial interés, el sindrome
ascitico (SA), enfermedad cuya gran incidencia en las parvadas genera un
impacto econdomico importante; que ademas revela en su patogenia la
presencia de un particular cuadro bioquimico de estrés oxidativo>®.

En términos generales el SA es consecuencia, por un lado, de la intensa
seleccién genética encaminada a mejorar los rendimientos productivos en el
pollo de engorda y por otro, a las condiciones ambientales y de manejo que
someten al ave a una carga de estrés a la que no puede adaptarse®.

El SA en principio se ha asociado a pollos de rapido crecimiento cuya crianza
se desarrolla a elevadas altitudes sobre el nivel del mar, por lo tanto es un
problema que se ha reportado en paises como Sudafrica, Kenia, algunas
partes del sur de América y México, por mencionar algunos’.

En México, desde los principios de la década de los setenta, se observé un
incremento importante en el SA; su incidencia elevada se ha reflejado en
porcentajes de mortalidad en la parvada hasta de un 30%. Estudios como el
de Loépez (1991)% revelan que en el periodo de 1981 a 1984 los registros de
mortalidad por SA resultaron en un 37.5% de la mortalidad general.

Durante 1995, a nivel nacional, se produjeron 900 millones de pollos de
engorda, de los cuales se estima que el 70% (630 millones), se ubicaron en
zonas donde el SA representd el 3% de la mortalidad total (18.9 millones e
aves)’. Hasta la fecha, estudios experimentales y reportes de granja siguen
apoyando niveles notablemente elevados de mortalidad atribuidos a esta

causa*®.



Las pérdidas econdmicas directas, no solo se limitan al porcentaje de
mortalidad, sino también a la pérdida en productividad de la parvada que ocurre
por la aplicacion de medidas paliativas, como son los programas de restriccion
alimenticia, que en general causan una reduccion de 100 a 150 g sobre
ganancia de peso de cada pollo y alargan los dias de ciclo de las parvadas.
Anadiendo ademas, que este sindrome resulta ser la causa de decomiso mas

comun en los rastrosg.

El SA también conocido como Sindrome de Hipertension Pulmonar, es una
entidad patologica especifica, comun en el pollo de engorda, que se logra
diferenciar de las otras causas de ascitis por la manifestacion de un cuadro
clinico especifico, compuesto por: hidropericardio, cardiomegalia, hipertrofia
cardiaca derecha, flacidez, pérdida de tono del miocardio, congestion cronica
pasiva generalizada, aumento de la presion hidrostatica venosa, edema
pulmonar, hipertension pulmonar, hipertrofia de la arteria pulmonar y fluido con
gravedad especifica baja’®**2,

Por lo tanto el SA, es una entidad con caracteristicas epidemioldgicas, clinicas
y anatomofisioldgicas constantes, que transcurren entre otros sintomas y
lesiones con ascitis; una condicion patoldgica derivada de las causas generales
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engorda, a partir de la quinta semana de edad®.
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Las pérdidas econdmicas directas, no solo se limitan al porcentaje de
mortalidad, sino también a la pérdida en productividad de la parvada que ocurre
por la aplicacion de medidas paliativas, como son los programas de restriccion
alimenticia, que en general causan una reduccion de 100 a 150 g sobre
ganancia de peso de cada pollo y alargan los dias de ciclo de las parvadas.
Anadiendo ademas, que este sindrome resulta ser la causa de decomiso mas

comun en los rastrosg.
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entidad patologica especifica, comun en el pollo de engorda, que se logra
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ubicar en dos fuertes razones que desencadenan en un severo cuadro de
estrés oxidativo (EO) y finalmente en el SA™**;

i) Por un lado las condiciones de hipoxia, producto de la coincidencia de dos
situaciones contrarias; donde se observa una mayor demanda de oxigeno para
cubrir las necesidades de la masa muscular en desarrollo; junto con el aporte
insuficiente del mismo oxigeno, debido principalmente a factores especificos,
como la menor disponibilidad de esta molécula vital, ya sea por la menor
presion parcial de oxigeno a nivel ambiental; y/o, por la deficiente capacidad
del sistema cardiorespiratiorio para actuar bajo estas circunstancias™®, y por
otro lado;

i) Por el desequilibrio metabdlico generado entre los sistemas musculo-
esquelético y el cardio-pulmonar, debido a la respuesta limitada del segundo
para responder las demandas tan elevadas del primero. Especificamente, en
este punto, un aspecto de real importancia es el riesgo de lesion tisular como
consecuencia de la hipoxia, cuando aparecen especies reactivas derivadas
del oxigeno (EROs)*, que desencadenan como se indicé anteriormente, en un
cuadro croénico por la naturaleza de las circunstancias, de EO.

Bajo estas condiciones, cualquier factor, que predisponga a los pollos de
engorda a un hipoxia y la subsecuente generacion de EROs; como son: una
menor presién parcial de oxigeno por elevada altitud, o por falta de ventilacion,
un aumento en los requerimientos de oxigeno por bajas temperaturas
ambientales, el dafio en tejido pulmonar por causas infecciosas, quimicas o
mecanicas, el dafo en tejido pulmonar, cardiaco o hepatico por causas toxicas,
podra desencadenar un cuadro de EO y el desarrollo del SA%*°.

El clima frio, los cambios bruscos de temperatura, la calidad del aire, y la altitud
sobre el nivel del mar, son factores ambientales clave, relacionados con la
presentacion del SA. Sefialando que en la actualidad, el SA ya no esta
restringido a zonas de elevada altitud, ya que este problema también se
presenta en bajas altitudes sobre todo cuando existen complicaciones de

asperigiliosis pulmonar o problemas téxicos que afectan el higado®.



A continuacién se hace mencion de algunos de los factores asociados y citados

con mayor frecuencia en relacion al SA:

Casetas con alta densidad poblacional y/o mala ventilacién®.
Inhalacién de polvo e irritantes, como el formol®.
Predisposicion ligada al sexo’.

Inadecuada tensién de oxigeno en incubadoras y nacedoras™?.
Crias provenientes de reproductoras con micoplasma *°.
Malformaciones genéticas cardiacas®®.

Dietas ricas en grasas polinsaturadas *°.

Crianza en zonas con altitudes por arriba de los 1500 msnm
Alta densidad energética en la racion®’.
Dietas en forma peletizada o granulada
Aves criadas a bajas temperaturas, temporadas invernales y con
intensos programas de iluminacién'® *’.
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Diversos autores han concluido que los cambios anatomofisiolégicos que se
encuentran constantemente en el SA, se asemejan mucho a los presentes en
pollos que han sido sometidos a hipoxia cronica, experimental®®. Los efectos de
la hipoxia crénica se han conocido desde hace muchos afios en los animales y
en el hombre y entre las alteraciones anatdmicas y fisopatologicas que la
acompafan, destacan la hipertension pulmonar, dilatacion e hipertrofia
cardiaca derecha, congestion pasiva venosa generalizada, incremento de la
presion hidrostatica venosa y edema®®. Por esta razén, se apoya la idea de que
la hipoxia desempefia un papel de gran importancia en el desarrollo de SA™.

Ademés de la clara deficiencia en la capacidad de oxigenacion hematica del
pollo de engorda, debida en gran medida, al rapido desarrollo corporal que no
concuerda con el pulmonar; se sabe, por estudios comparativos, que el pulmén
del pollo para abasto es menos eficiente anatobmicamente para el intercambio
gaseoso que el pulmén de por lo menos otras 25 especies de aves silvestres
1620 Es conveniente también considerar otros estudios comparativos entre el
pollo doméstico y su ancestro Gallus gallus, donde el primero resulta ser
sustancialmente inferior al segundo en lo referente a diversos pardmetros

21,22

pulmonares importantes . Por ejemplo:



a) El pulmon del gallo doméstico tiene un volumen 20% inferior al del gallo
silvestre.

b) La barrera aerohematica tisular del gallo doméstico es 28% mas gruesa
que la del gallo silvestre.

c) La capacidad de difusién de oxigeno de la barrera tisular aerohematica
del pollo doméstico es 25% inferior a la del gallo silvestre.

En este contexto, vale la pena insistir en las consecuencias moleculares
ampliamente observadas en tejidos sometidos a hipoxia, las cuales sin lugar a
dudas contribuyen a alterar la fisiologia tisular. La falta de oxigeno en las
células ocasiona un aumento de las EROs (especies reactivas de oxigeno),
cuyo ejemplo tipico es el peroxido de hidrogeno (H.O,) que a su vez genera
otras EROs identificadas como radicales libres (RL) entre las que se pueden
mencionar al radical superéxido (O.*-) y al radical hidroxilo (OH*)*.

Una de las caracteristicas de las EROs y de los RL es su altisima reactividad,
lo que las lleva a combinarse con las moléculas celulares, acidos nucléicos,
proteinas, lipidos y carbohidratos, ocasionando una notable alteracién de la
fisiologia celular que puede llegar a la muerte®®.

Nétese que para fines practicos, cualquier condicibn que promueva en los
pollos de engorda la hipoxia ya existente, tendera a incrementar la presencia
celular de EROs, las cuales favoreceran la lesibn de moléculas celulares y
promovera la disfunciébn celular haciendo mas aparente la patologia
observada®™. Asi por ejemplo, entre los factores que pueden contribuir a la

formacion de EROs en el SA, se identifican a los siguientes #>2*:

i) Mayor exigencia metabdlica debida a los intensos programas de
alimentacion a los que se somete el pollo de engorda.

ii) Defecto en la reduccion del oxigeno a nivel de cadena respiratoria
suscitada a nivel mitocondrial, producto de la seleccion genética
aplicada a este tipo de estirpes, y;

iii) Disfuncion a nivel endotelial en respuesta a la hipoxia croénica,
observada con un mecanismo inflamatorio generalizado que

involucra la liberacion final de EROs.



Referente al ultimo punto, cabe mencionar, que entre las funciones del
endotelio, estd la de regular el tono vascular a través de una serie de
mediadores (endotelina 1 y tromboxano como vasoconstrictores, y prostaciclina
y oxido nitrico como vasodilatadores). Frente a diversos estimulos como los
gue componen los factores de riesgo cardiovascular (tabaco, lipidos, diabetes)
0 aquellos que acontecen en enfermedades que cursan con hipoxia, como el
SA, se produce una respuesta endotelial anémala que da lugar a
vasoconstriccion, reduccién de la capacidad de vasodilatacion y una reaccién
inflamatoria®*.Cuando la intensidad y duracién del estimulo (en este caso la
hipoxia) es constante, se observa una inflamacion sistémica, lo que expone al
organismo a una cantidad notable de EROs?*.

En el SA, la generaciobn excesiva de EROs por las tres vias indicadas
anteriormente; las dos primeras directas y la ultima indirecta, pueden generar y
magnificar la reaccién inflamatoria a nivel sistémico (obsérvese la Figura 1.)
Garcia y cols.?®>, propone que los mecanismos implicados bajo estas
circunstancias pueden afectar a otros 6rganos, como por ejemplo, pulmoén y
corazén, que acttan en principio, en respuesta a la necesidad de conservacion
de la homeostasis, pero que en situaciones cronicas, terminan por

comprometer la vida del individuo.

Mayor demandade O, 2 Capacidad Cardiopulmonar
% limitada
HIPOXIA
Inflamacion

‘;5 Generalizada

Defecto en la reduccién de O,
complejo 11y 11l dela

Crecimiento corporal cadena respiratoria
acelerado
Figura 1. Vias de generacion de EO presentes en el SA.




De modo que, la coincidencia de uno o mas factores predisponentes (que
dafian directamente al sistema respiratorio y comprometen el intercambio
eficiente de oxigeno a nivel pulmonar®, aunado a la capacidad
anatomofisiol6gica pulmonar limitada del pollo de engorda y a la velocidad
exagerada de crecimiento de su masa muscular; predispone, facilita y
exacerba en el pollo de engorda, una situacién que en principio, se relaciona
con un consumo Yy transporte deficiente de oxigeno, y simultaneamente con
una mayor demanda de oxigeno por la existencia de més tejido muscular, lo
gue se traduce a una hipoxia tisular junto con la formacion de EROs, que
derivan, tras volverse la situacion crénica, en un cuadro de EO acompafado de
una variedad de signos ya bien identificados en el SA**227.

Los signos del SA

Los pollos con SA, mostraran cianosis de cresta y barbillas, cresta atrofiada,
cabeza pélida, boqueo o jadeo, letargia, plumaje erizado y el abdomen
distendido. Los pollos afectados caminan con dificultad y cuando se manipulan,
el fluido en cavidad abdominal se puede palpar. No todas las aves con SA
presentan liquido en cavidad abdominal sobre todo si se trata de los primeros
estadios de la enfermedad®.

Las lesiones del SA

A nivel macroscépico los pollos con SA presentan gran cantidad de liquido
ascitico en cavidad abdominal, éste puede ser claro o amarillo, y puede llegar a
coagularse formando una masa de aspecto gelatinoso que se deposita al
rededor del higado y otras visceras?.

En corazon se observa dilatacion del ventriculo derecho, flacidez de la pared, y
bordes redondeados, puede haber petequias en grasa coronaria y miocardio.
En higado se aprecia un aumento de tamafio, bordes redondeados, congestion;
en la etapa terminal se puede producir cirrosis. La coloracion puede ser
grisacea, duro al tacto y con coagulos de fibrina adheridos?.

En pulmones, areas palidas con variacion en la coloracion desde gris hasta
sensiblemente rojizo, presentando también edema?®®.

A nivel microscopico, se observa en cortes de higado, la disociacion de

laminas hepaticas, individualizacién de cordones hepdticos, infiltracién grasa,



cariorexis y degeneracion hialina. Julian (1993) ?’; menciona ademas; que los
hepatocitos pierden la uniformidad estructural original, presentando
vacuolizacion en citoplasma, gran infiltracion de basofilos y aumento en la
cantidad de eosindfilos. En pulmones se informa congestion con un mayor
numero de macroéfagos, heterdéfilos y un evidente engrosamiento en las paredes
capilares®. Al respecto Maxwel (1999)°, en su trabajo con pollos asciticos
inducidos por hipoxia, reporta un gran numero de células inflamatorias a nivel
de tejido hepético, pulmonar y cardiaco.

Patogenia del SA

Tal como se observa en la Figura 2; cuando el pollo criado bajo las condiciones
descritas anteriormente experimenta hipoxia, hay menor concentracién de
oxigeno en los tejidos, a nivel pulmonar hay una disminucion significativa en
las presiones parciales de oxigeno, asi como incremento en las presiones
parciales de CO, arterial; se genera acidosis metabdlica que en un mecanismo
fisiolégico de compensacion se contrarresta con el aumento de bicarbonato; y
se detecta un incremento del hematocrito, consecuencia de la policitemia
generada como producto del estimulo de la eritropoyetina sobre la médula 6sea
para liberar mas glébulos rojos necesarios para el transporte de oxigeno’**.
Como resultado la sangre se vuelve mas viscosa, incrementando la resistencia
del flujo sanguineo y ocasionando una presion arterial pulmonar elevada,
caracterizada por una constriccion a nivel de las arteriolas pulmonares, y por
ende hipertensién pulmonar’.

Esta condicion contribuye a un mayor trabajo cardiaco, particularmente del
ventriculo derecho, que al enfrentarse a una mayor presién venosa sostenida,
se hipertrofia y si la situacion continua, se torna flacido y termina por dilatarse.,
continuando con una insuficiencia valvular, reflujo sanguineo, hipertension
portal, congestion de érganos, salida de liquidos por venas coronarias y cava,
para terminar acumulandose en el saco pericardico y en cavidad abdominal.
La ascitis se manifiesta rapidamente en respuesta a un aumento en la presion

venosa’1128,
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A nivel bioquimico se explica que ante la situacion de disponibilidad de oxigeno
limitada, se pueden activar a nivel tisular las enzimas fosfolipasas A 'y C
encargadas de la produccién de mediadores quimicos de la inflamacién, como
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos derivados del acido araquiddnico.
Estos mediadores atraen células blancas, principalmente neutrofilos, las cuales
son liberadoras de EROs®.

Los neutrdéfilos, son células blancas fagociticas, que representan la primera
linea de defensa del organismo; su funcién es la de contrarrestar la invasion de
diversos agentes patdgenos, mediante la participacion de la NADPH oxidasa,
en el proceso conocido como “estallido respiratorio”. Esta enzima de multiples
sub unidades proteicas, ubicada a nivel de la membrana plasmatica transporta
electrones desde el NADPH citoplasmatico al oxigeno molecular en orden de
generar radicales superéxido y otras EROs para eliminar los microorganismos

que entren en contacto con el huésped?.

NADPH + 20 , » NADP" + H" +20,°

En pacientes con enfermedad pulmonar crénica obstructiva (EPCO) por
ejemplo, se han detectado marcadores de estrés oxidativo en sangre periférica,
elevadas concentraciones plasmaticas de reactantes de fase aguda (proteina C
reactiva), de citocinas (factor de necrosis tumoral o)) y de interleucinas seis y
ocho; asi como la activacion de los neutrofilos y linfocitos circulantes. Todos
estos hallazgos sugieren que las alteraciones inmunolégicas desencadenadas
en el pulmdn, se extiende hacia el torrente circulatorio originando una reaccion
inflamatoria sistémica®. Ademas, en un proceso paralelo, es posible que la
formacién de EROs se produzca también, por un defecto en la reduccion del
oxigeno a nivel de cadena respiratoria. Se han observado en estudios en pollos
con SA; que los niveles de perdxido de hidrégeno en mitocondrias de pulmén,
son mayores que en las mitocondrias de pollos normales. Diferencias que se
magnificaron al inhibir sitios especificos de la cadena de transporte de

electrones como los complejos Il y Il (coenzima Q) %.
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Estos resultados indican que los defectos a nivel de complejos | y Il en
mitocondrias de pulmén pueden subrayar la disfuncion del SA en pollo de
engorda; y que tales defectos podrian estar relacionados incluso con una
predisposicién genética al SA?. De manera que, tanto las EROs como los RL,
generados por cualquiera de estas u otras vias, son capaces de ocasionar
dafio a las células a diferentes niveles, ocasionando el cuadro patolégico de
estrés oxidativo el cual en el pollo de engorda con SA se ha venido

observando desde hace algunos afios®*%3",

El término “Estrés Oxidativo” se refiere a un desequilibrio entre la velocidad de
produccion de radicales libres y la capacidad del sistema antioxidante del
organismo, para remover a éstas moléculas y reparar los dafios producidos a
nivel molecular 343334,

Basicamente, el cuadro de estrés oxidativo puede ser generado, a partir de los

siguientes procesos:

a) Excesiva produccién de radicales libres, ya sea por exposicién a
elevadas concentraciones de oxigeno, presencia de toxinas que al ser
metabolizadas originan radicales libres, por la activacion excesiva de
los sistemas productores de estos compuestos bajo condiciones
fisiologicas®>*® como el metabolismo aerobio normal, y la accién de los

peroxisomas, del sistema enzimatico citoromo P-450 y la fagocitosis®’.

También, por condiciones de hipoxia e isquemia por reperfusion que

implican la activacion de las fosfolipasas A y C y un aumento en la

generacién de RL*®.
b) Disminucion sustancial de antioxidantes causada por aporte

insuficiente en la dieta. (Deficiencia de vitaminas E, C, riboflavina,

etc)*®.
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En éste panorama, se ubica a los RL como aquellos atomos o0 compuestos
moleculares que contienen uno 0 mas electrones (e) no apareados en su
orbital mas externo, situacion que les confiere la propiedad de reaccionar muy
facilmente con los compuestos celulares 2.

Normalmente se encuentran en concentraciones bajas (1x10 ™ a 1x10 M)y
no se desplazan muy lejos de los sitios donde se forman porque su vida media
es muy corta®®. Pero debido a su alta reactividad pueden reaccionar con otras

moléculas no radicales provocando reacciones en cadena®.

Formacion de radicales libres

En un atomo o molécula con uno o mas electrones desapareados, la tendencia
es que éstos se comporten paramagnéticamente, lo que significa que estan
ocupando orbitales diferentes y que sus spines apuntan en direcciones
totalmente azarosas. A nivel molecular la formacién de RL puede llevarse a
cabo por uno de los siguientes tipos de reacciones**:

(1) Ceder su electron desapareado (radical reductor)
(i) Aceptar un electron de la molécula estable para estabilizar el
electrén desapareado (radical oxidante)

Estos pueden formarse muy facilmente por ruptura de un enlace covalente. Por
ejemplo, en el supuesto de que A y B fueran dos &tomos unidos
covalentemente, tendriamos la siguiente via de formacion de radicales®:

Fision homolitica, donde (donde = representan el par de electrones):

A:B—> A*+B *

Tanto A* como B» quedaran como atomos radicales puesto que mantienen

cada uno a un electrdn libre. Por ejemplo, tras la ruptura del enlace covalente

en la molécula de H,O se obtienen el radical de hidrogeno (H*) y el radical
hidroxilo (OH ).

H.O - 5 H*+OH*
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El oxigeno y sus derivados

La gran mayoria de las reacciones de interés suscitadas en la naturaleza son
reacciones de Oxido-reduccion que comprenden la transferencia de
electrones de un reactivo a otro.

Es conveniente precisar que el proceso de oxidacion se refiere a la reaccion
donde un atomo o un grupo de atomos pierden e ; mientras que el proceso de
reduccion consiste en que un atomo o un grupo de atomos ganan e . En este
contexto, el agente oxidante, es la sustancia que se reduce (gana e)
provocando la oxidacion; y el agente reductor es la sustancia que se oxida
(pierde e) provocando la reduccion.

La molécula de oxigeno tal como se encuentra naturalmente, puede llegar a
figurar como radical: en el esquema siguiente se muestra que posee dos
electrones desapareados ubicados en diferentes espacios a nivel de su altimo
orbital. Estos electrones se caracterizan por tener spines paralelos®. En un
momento dado, el oxigeno podra actuar como agente oxidante con otros
atomos o moléculas al aceptar un par de electrones.

El principio de Pauli que concibe a los electrones
dentro de un orbital de forma antiparalela, excluye
a la molécula de oxigeno para poder recibir al par
. de electrones en esta forma. Por lo que la
nt2p|p T tendencia en el proceso de reduccion sera recibir
a los electrones uno a uno. Esta situacion le da la
11 11 peculiar reactividad a esta molécula, y permite la
generacion de una gama de moléculas derivadas
con gran importancia dentro de los procesos de
estrés oxidativo (ver Figura 3).
c2p [ Entre las formas mas reactivas del oxigeno se
ubican los dos tipos de oxigeno singulete. Estos
pueden originarse en presencia de compuestos
6*2s T fotocolorimetricos, por dismutacion espontanea
del oxigeno o por la descomposicion del peréxido
de hidrégeno, entre otras. El oxigeno singulete
T Sigma (= 'O, ) es la forma de los singuletes que
tiene los dos electrones desaparedos pero en
forma antiparalela, mientras que el oxigeno
11 singulete Delta A O, se caracteriza por tener los
dos electrones apareados; éste tipo molecular no
es un radical, dado que no posee electrones
desapareados, sin embargo en esta situacion su
cls Tl capacidad oxidante sigue siendo aun muy
poderosa®.

s*2p

T 2p

c 2s

o* 1s

Esquematizacion de la molécula
de oxigeno en estado basal
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Cuando un solo electrén es agregado al estado basal del oxigeno, aunque se
coloque en sentido antiparalelo formara un radical libre; el radical superéxido
(O2*), éste radical podra aceptar a otro electrén formando al i6n peroxilo; o bajo
la accion de la superoxido dismutasa dismutarse para formar peroxido de
hidrégeno H,O,. El perdxido de hidrégeno sufre entonces una ruptura en su
enlace peréxido y se transforma en especies como el radical OH* que es muy
oxidante. También a partir del H,O, se pude formar por accion de la
mieloperoxidasa y con la participacion del CI” el hipoclorito (HCIO) otra especie
con gran tendencia antioxidante. Esta molécula reacciona nuevamente con la
forma oxigeno singulete una molécula que estrictamente no es un radical libre

pero si una especie reactiva con gran capacidad **.

Algunas EROs de importancia
Anién superdéxido (O2*)

En un inicio diversos autores; postularon al O,* como el principal responsable in
vivo de los efectos téxicos del oxigeno®. El O.* es un radical libre, el cual se forma
cuando el oxigeno acepta un electron en el dltimo orbital, por lo que un electréon
queda desapareado. Este proceso ocurre en todos los organismos que respiran,
pues una pequefia parte de los electrones que pasa por la cadena respiratoria
salen de esta y son capturados por el oxigeno®. Otro lugar donde se generan es
en el transporte de electrones del reticulo endoplasmico y en los citocromos P450
de la membrana nuclear®.

La adicién de un electréon mas al O, da la formacién a un no radical, el i6n

hidroperoxilo (HO,*), el cual en presencia de protones se transforma en H,O..
O, +H" ———* HO* + HO,* — H,0,+ O,

Peréxido de hidrogeno (H20y)

La mayor parte del H,O, proviene de la dismutacién del O, , aunque también
algunas oxidasas lo producen como oxidasa de la xantina. Aunque es poco
reactivo, su toxicidad radica en que se pueden formar O,y radical hidroxilo
(OHY*), estos ultimos formados en la reaccidén de fenton, en presencia de metales
de transicién como el Fe?* el Cu?* 3,
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Fe®+ H,0, — , Fesz + OH* +OH"~

Oxigeno singulete (*O5)

Como se menciond, el 'O, se produce en presencia de compuestos
fotocolorimetricos, los cuales pueden captar energia luminosa, y que son capaces
de transferir energia al oxigeno y formar al 'O,. Ademas este mismo compuesto
puede ser formado tras las dismutacion espontdnea del oxigeno y de la
descomposicién del H,0,%3.

El 'O, si bien no se considera un radical libre como tal, por el hecho de no tener
electrones desapareados; resulta una molécula muy reactiva con la capacidad de

reaccionar con la mayoria de los compuestos celulares®.

Fuentes de radicales libres

La generacion de RL sucede de manera constante dentro de los seres vivos, y se
involucra principalmente con el metabolismo celular del oxigeno junto con las
reacciones de oxido-reduccion. Sin embargo, también existen, otros mecanismos
bioquimicos de generacién de RL a nivel celular, como; la fagocitosis y el papel de
la NADPH oxidasa, la accion del sistema enzimatico citocromo P-450 y los
peroxisomas, la autoxidacibn de catecolaminas, sintesis de prostaglandinas,
oxidacion de hipoxantina y xantina hasta acido urico, y otras fuentes “externas”
como la radiacién ionizante, contaminantes atmosféricos, productos de la
combustion de materia organica y las altas ingestas de algunos metales pesados
de transicién como el Fe?" y el Cu®*" G137,

En este esquema se entiende que la existencia de los RL como derivados de

1*C - de hecho, a

muchos elementos quimicos dentro de estos procesos es norma
bajas concentraciones (mucho menores a las requeridas para causar dafio
oxidativo), cumplen un papel fisiolégico importante; pues regulan una variedad de
mecanismos moleculares clave que podria estar ligados con importantes
procesos biolégicos como la respuesta inmune, la adhesion entre células, la
proliferacion celular, la inflamacion, el metabolismo, el envejecimiento y la muerte

celular®,
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Generacion de radicales libres. Atributo de la vida aerobia normal

De todas las fuentes generadoras de RL mencionadas anteriormente, quizas la de
mayor relevancia sea la del metabolismo del oxigeno a nivel celular.

Los organismos aerobios que obtienen energia para realizar sus funciones a partir
de la hidrdlisis del adenosin trifosfato (ATP), disponen de un proceso situado en la
mitocondria que acopla la oxidacién de sustratos con la generacién de ATP. El
oxigeno actia como el ultimo y mas importante aceptor de electrones
provenientes de la oxidacién de los sustratos adecuados®. A este nivel, la
mitocondria consume entre el 85 y 90% del oxigeno para sintetizar el 80% del
ATP utilizado a nivel celular.

Bajo condiciones de normalidad, las células metabolizan la mayor parte de
oxigeno (95%) hasta agua, sin formacion de intermedios toxicos, mediante la via

de reduccidn tetravalente:
O, +4H » 2?2H,0

Sin embargo, un pequefio porcentaje (menor al 5%) lo hace, en condiciones
normales, mediante la reduccion univalente siguiendo la ruta que a continuacion

se presenta desglosada en cuatro etapas:

Oy --------- O2* (Anidn superdéxido) (Reaccion 1)
O " ----- H,O, (perdxido de hidrégeno) (Reaccion 2)
H,O5 ----- OH*(radical hidroxilo) (Reaccion 3)
OH*----H,0 (Agua) (Reaccion 4)

El producto final en ambas rutas es el mismo: agua (H,O) pero con la pequefa
diferencia, que en el segundo caso se forman tres intermediarios de naturaleza
altamente reactiva y que de ordinario se incluyen entre las especies reactivas
derivadas del oxigeno. El anion superdéxido y el radical hidroxilo que son radicales
libres y el peroxido de hidrogeno, que sin ser un radical en sentido estricto, se
encuentra involucrado en la formacion de otros radicales libres.

Cabe aclarar que en el proceso de respiracion celular, tal como se menciono, la

reduccion incompleta del oxigeno favorece la formacion de algunos radicales
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libres y, algunas moléculas que estrictamente no lo son, pero que resultan
potentes precursoras de otros radicales libres; de modo que por ésta razén, a
todos se les ha ubicado como especies reactivas derivadas del oxigeno (EROs);

término al que se recurrird durante el desarrollo de este trabajo.

Ademas de las EROs mencionadas, existen otras especies reactivas derivadas
del nitrégeno, del carbono y de la interaccion con metales pesados que también,
en sus calidad de radicales libres son capaces de generar dafio a las moléculas
cercanas. Por ejemplo: el atomo de hidrégeno (H*), los radicales peréxilo (RO7),
alcoxilo (RO*), hidroperoxilo (H,O), éxido nitrico (NO'), y diéxido de nitrégeno
(NOg*) 44,45

Ahora bien, el grado de severidad que resulte de un estado de estrés oxidativo,
dependera no sdlo de la agresividad quimica del propio oxidante, sino también de
la cantidad de éstos y del tiempo de exposicion, asi como del tipo de tejido que
sufra el efecto; y de la eficacia de las defensas antioxidantes existentes*®.

A nivel de los componentes estructurales basicos de las células, las EROs podran
generar diferentes dafios *%4°:

1) Acidos nucleicos: modificacion en la secuencias de bases nitrogenadas,

ruptura a nivel de hebras y produccion de tumores.
2) Proteinas: alteraciones enzimaticas -inactivacion-, afectando la
permeabilidad i6nica de membrana y la transduccion de sefales
intercelulares e intracelulares.
3) Carbohidratos: produccion de la patologia secundaria en la diabetes, y
en general donde el &cido hialurénico existe en concentraciones
anormales, por ejemplo en las enfermedades reuméticas o en las
cataratas.
4) Lipidos: peroxidacion lipidica, en la cual se produce cambios
estructurales y ruptura de la bicapa constitutiva de todas las membranas
celulares limitando su funcion.
Otros reportes sefialan dafio mitocondrial por destruccion de la integridad
estructural de la membrana, derivado de la serie de radicales libres y sus
metabolitos generados por componentes de la cadena de transporte de electrones

durante la respiracion mitocondrial, hecho que expone a la membrana
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mitocondrial a una situacibn mucho mas vulnerable que otras membranas
celulares *'.

Aunque en este apartado se ha dado mayor importancia a la generacién de los
EROs a patrtir de la reducciéon incompleta de la molécula de oxigeno en el proceso
de respiracion celular, el cuadro de estrés oxidativo puede ser generado por esta
y otras razones que incluyen desde la presencia de toxinas hasta la disminucion
en el aporte sustancial de antioxidantes.

La gama importante de enfermedades donde se involucran se menciona tanto en

humanos como en animales*,

El estrés oxidativo y la enfermedad en humanos

En algunos casos el incremento en la formacion de oxidantes puede causar
enfermedad, como en algunos tipos de cancer en los cuales puede producirse
dafio directo sobre el ADN por radicales libres, o bien, la rinopatia del recién
nacido causada por la lipoperoxidacion, que puede mejorarse con tratamiento a
base de vitamina E3*.

En otros casos la formacion de agentes oxidantes son mas bien una
consecuencia de la actividad de la enfermedad como sucede en la inflamacion,
donde la infiltracion masiva de neutrofilos a un sitio, seguido de la activacion de
estas células para generar idGn superoxido y peréxido de hidrégeno pueden
producir un estrés oxidativo localizado muy intenso, tal como ocurre en la artritis

reumatoide®”.

Envejecimiento. En la mayoria de los mamiferos, durante el envejecimiento, las
funciones antioxidantes declinan, mientras que el ritmo de generacion de H,O, y
O2* incrementa. En este panorama la mitocondria es uno de los principales
blancos de las EROs, en donde se ven afectadas las funciones respiratorias y la
sintesis de ATP*. Sin embargo, se ha propuesto que la acumulacién de
mutaciones gendmicas mitocondriales, ocasionadas por las EROs, tal vez sean la
mayor causa del dafio en las enfermedades degenerativas asociadas con la
edad. Investigaciones recientes revelan que el promedio del contenido de
lipoperoxidacién de mitocondrias de higado y rifion de sujetos adultos es mucho
mayor que en sujetos jovenes®. También otros indicadores de EO valorados en

ratas adultas; como glutation reducido (GSH), vitamina E, vitamina C, actividad de
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la superéxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa (GPx), se

observan en niveles remarcablemente menores®..

Ejercicio. Diversos estudios han mostrado que el ejercicio intenso induce dafio

oxidativo®°%

. Consistentemente se ha encontrado que el ejercicio aumenta los
niveles de lipoperoxidacion en higado y musculo esquelético. Por ejemplo, en
ratas sometidas a ejercicio exhaustivo se ha observado un incremento
significativo en los niveles de TBARS en higado P<0.001 y mdusculo

gastronemio®*.

VIH. Ciertos estudios han demostrado que los individuos infectados con el virus
de la inmunodeficiencia adquirida tienen niveles menores de tioles solubles en el
suero, asi como niveles menores de GSH en células mononucleares a nivel de
sangre periférica. Incluso los pacientes asintomaticos “sero” positivos muestran
niveles dramaticamente menores de GSH en pulmén y plasma que los individuos

sanos >°.

Neurotoxicidad. EI GSH ha sido sugerido en la patogénesis de desordenes
neurodegenerativos como es el caso de la enfermedad del Parkinson. En
pacientes con estados preclinicos se ha reportado un decremento en los niveles
de GSH total a nivel de la sustancia “nigra”®. Varias lineas de investigacion
sugieren que el estrés oxidativo puede jugar un importante papel en los cambios
de comportamiento y neurotoxicidad en ratas después de la administracion de
metanfetaminas (MAP). Estos estudios reportan niveles disminuidos de GSH en

las ratas expuesta a altas dosis de MAP>°.

El estrés oxidativo y la enfermedad en animales

En aves. El EO se ha relacionado con el desarrollo de enfermedades como el
higado graso en gallinas ponedoras pesadas durante el primer periodo de
produccion, argumentando que dicho sindrome esta asociado a diversos factores
genéticos, sustancias toxicas, hormonas y radicales libres.

Se ha reportado que el dafio que producen los EROs esta asociado a la excesiva

lipoperoxidacién de los &cidos grasos acumulados a nivel de hepatocitos 2.
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El SA en pollo de engorda. En pollos de engorda que padecieron SA, se ha
documentado de la presencia de dafio oxidativo, asi como disminucion en la
capacidad antioxidante®’. Hasta ahora ha sido claramente demostrado que pollos
con SA tienen un incremento en los niveles de GSSG, GPx y de la relacion
GSSG/GSH en los tejidos., e incremento de lipidos y peroxidos en el plasma
ademas de disminucion en el nimero de enzimas y vitaminas antioxidantes como
GSH, a—tocoferol y &cido ascérbico en higado y pulméne.

Otros datos indican que los pollos con SA presentan un incremento de estrés
oxidativo a nivel de higado y pulmén debido a un consumo deficiente de oxigeno
mitocondrial®®®°

En rumiantes. En vacas lecheras, el EO, se ha asociado a problemas de mastitis
y edema en la ubre; los autores citados, sugieren que la peroxidacion puede
causar inactivacion de enzimas que pueden afectar la sintesis de hormonas
esteroidales®.

En ovinos con miopatia nutricional degenerativa relacionada con la deficiencia de
vitamina E y Se, se observa un incremento en los peroxidos que son
responsables de inducir la necrosis del muasculo esquelético y cardiaco,

desarrollando laminitis severas y finalmente la muerte®®,

Otras especies. El efecto de la actividad fisica se ha evaluado en perros Alaska,
galgos y caballos con actividad moderada y en condiciones de ejercicio
prolongado, en estos estudios se observd que ciertos marcadores oxidativos

aumentan mientras que la capacidad antioxidante disminuye “2.

Modulacion del Estrés Oxidativo

Sistema antioxidante de defensa

En condiciones normales, las células cuentan con mecanismos de proteccion,
tanto enzimaticos como no enzimaticos, que involucran a ciertas sustancias,
conocidas como antioxidantes. Estas moléculas se caracterizan por estar
relativamente a bajas concentraciones compitiendo con otros sustratos oxidables
susceptibles de reaccionar con las ERO’s. Finalmente logran inhibir o disminuir
significativamente la oxidacion de estos sustratos, evitando con esto el dafio a

nivel celular®®6162,
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Independientemente al origen, el sistema de defensa que el organismo emplea
para contrarrestar a las EROs es el mismo. La proteccién contra la oxidacion
molecular mediada por ERO’s, toxinas y otros mediadores del estrés oxidativo se
realiza en gran medida por los antioxidantes (AOs) endégenos®.

Entre los antioxidantes de tipo enziméatico y no enzimatico se encuentran los

siguientes (ver Cuadro 2) %46°¢

Tipo enzimético Tipo no enzimético
glutatiéon reducido
superoxido dismutasa vitamina E, vitamina C
Catalasa vitamina A, 8 caroteno,
glutation peroxidasa selenio, blilirubina,
glutatién reductasa adenosina, tioredoxina
tioredoxina reductasa glicina, glutamato,
tiorredoxina peroxidasa acido lipoico, NADPH,
N-acetyl-cisteina

Algunos antioxidantes de importancia
Antioxidantes de tipo enzimético
Superéxido dismutasa
Las superdéxido dismuasas (SOD) son enzimas que eliminan el radical superoxido.
Durante la reaccion una molécula de superéxido se oxida hasta O, molecular,
mientras que la otra se reduce a H,O;: Por tanto mas que eliminar formas activas
del oxigeno, esta enzima transforma una (el superéxido) en la otra (H-O5) ®.

O +OxF +2H__°%° _ H0, + 0,
Existen dos formas moleculares en los animales: la SOD Cu-Zn dependiente del
Cu para hacer la dismutacion; y presente en abundancia en el citoplasma y en los
peroxisomas; y la SOD- Mn, dependiente de éste atomo para realizar la
dismutacion; que es mas abundante en mitocondrias. Se ha descrito que la SOD
Cu-Zn esta presente en en liquidos extracelulares como el plasma, la linfa o el
liquido sinovial, hecho que podria ser de especial relevancia en el control de las

reacciones inflamatorias®’.
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Catalasa

La catalasa es una de las enzimas mas activas que se conocen, exhibiendo una
actividad molecular de 5'600,000 moléculas de peréxido de hidrégeno por minuto
por molécula de enzima. La catalasa cataliza dos tipos de reacciones. En la
reaccion catalitica se produce la dismutaciéon de dos moléculas de peréxido de
hidrogeno. Una se oxida a oxigeno y la otra se reduce a dos moléculas de agua.
En la reaccién peroxidativa se utiliza un substrato inespecifico como reductor para
transformar una sola molécula de peréxido de hidrogeno en dos de agua. Esta
enzima esta en abundancia en peroxisomas®’.

catalasa
2H,0, —— 2H,0+ O,

Glutation peroxidasa

La glutatiéon peroxidasa elimina los hidroperéxidos utilizando GSH como agente
reductor. Existe en dos variedades, una dependiente de Se y otra que no lo es; se
encuentran presentes tanto en citosol como en mitocondria y son
complementarias respecto a la catalasa®’.

GPx
—_—
H,O,+2GSH 4+— GSSG+ 2H,0

Glutation Reductasa

La glutation reductasa reduce una molécula de glutation oxidado (GSSG) a dos de
GSH a expensas de equivalentes de reduccién en forma de NADPH. También
estan presentes tanto en citosol como en mitocondrias. Esta enzima es de vital
importancia para el funcionamiento de la eliminaciéon de H,O, por la via de la GPx,

asi como para la reconstitucién de GSSG via no enzimatica®’.

—_—
ROOH + 2 GSH ‘T ROH +GSSG+ H,0
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Antioxidantes de tipo no enzimético

Ascorbato

La vitamina C, puede existir en tres estados redox, ascorbato (reducido), radical
semidehidroascrobato (tras la oxidacion monoelectronica del ascorbato) y
dehidroascorbato (DHA; tras la oxidacion bielectronica del ascorbato). Puede
eliminar al O,*, OH", el H,O, y también extinguir al singulete. También es capaz
de regenerar a la vitamina E®®’.

Vitamina E

En la naturaleza existen ocho sustancias con actividad vitamina E, el d-a, d-p, de
—y y d-4 tocoferol y los correspondientes tocotrienoles. De ellos, el d-a-tocoferol es
el que muestra mas actividad biolégica y constituye el estandar de comparacion.
La vitamina E suele ser el principal antioxidante de las membranas en las células
animales. Su importancia radica en que impide la reaccion de propagacion, que

es la principal causante de la peroxidacion lipidica®’.
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El uso de los Antioxidantes

En la alimentacion humana y animal, el uso de antioxidantes para contribuir a
contrarrestar el estrés oxidativo ha sido motivo de diversas investigaciones.
Originalmente el empleo de antioxidantes, como el etoxiquin y el B-hidroxitolueno,
se promovié por la necesidad de evitar el enranciamiento del alimento; sin
embargo, después se enfocd la atencion hacia la valoracion del efecto
antioxidante de diversas sustancias (como las vitaminas E y C, el selenio y los
carotenos) sobre la prevencién de algunos procesos patoldgicos ya mencionados
relacionados con la lipoperoxidacion, asi como también, sobre algunos
indicadores productivos y de estrés oxidativo en diferentes especies®’®#,

Existe una gran variedad de reportes que describen los beneficios del uso de
antioxidantes como la vitamina E, vitamina C y el Se en especies como peces,
bovinos, ovinos, equinos y suinos. Coincidiendo todos estos en una disminucion
de los indicadores de EO como las sustancias reactivas al acido tiobarbitarico
(TBARS, por sus siglas en inglés), acompafiada de menor lipoperoxidacion y para
el caso de los animales de abasto una mejoria en las -caracteristicas
organolépticas de la canal®®.

Para el caso de las aves domésticas que es la especie de estudio de nuestro
interés; se ha documentado que el estrés por calor es un factor que afecta la
produccion de carne y huevo, al estimular la liberacion de catecolaminas y la
activacion de la lipoperoxidacion en las membranas celulares. La suplementacion
de vitamina E ha mostrado reducir tales efectos negativos®®.

En otros estudios enfocados a determinar la calidad de la canal Cherian y cols.
(1996) "° encontraron que las gallinas suplementadas con a-tocoferol tuvieron una
reduccion significativa en la peroxidacion de los lipidos del huevo, higado vy
carne.

Actualmente, en las investigaciones de EO en aves, se ha documentado
suficiente informacién que apoya la idea de que en pollo de engorda susceptible
al SA existe un dafo celular evidente causado por procesos de oxidacion,
sugiriéndose una disminucién en la capacidad antioxidante ®34142,

En un principio, experimentos comparativos donde se estudié el efecto de
diferentes ambientes hipdxicos demostraron un incremento en el dafio oxidativo,

por presencia de peroxido de hidrégeno a nivel mitocondrial en células de
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miocardio de pollos con SA. Situacién debida posiblemente a la hipoxia tisular
que involucré una disminucion en el estatus natural del sistema antioxidante’.

La adicion de antioxidantes en la dieta se ha reflejado con un efecto favorable
sobre los parametros de produccion en el pollo de engorda. Valle y cols. (2001)*?
encontraron que el uso de piroxicam, un antinflamatorio no esteroideo, en dietas
para pollo de engordas reduce de 3 a 4% la mortalidad general y por SA. Por otro
lado se encontr6 que la adicion de vitamina E en la dieta favorecio
significativamente la ganancia de peso y conversion alimenticia®.

Por su parte Ramirez y cols. (2003)%; estudiaron dietas enriquecidas con &cido
lipoico (AL), en 40ppm para pollo de engorda con predisposicion a desarrollar el
SA, notaron un aumento significativo en la ganancia de peso en los pollos
tratados con AL respecto a los pollos del grupo testigo, acompafiado por una
notable reduccion en la mortalidad atribuida a éste trastorno.

Asi mismo los indicadores de EO se han visto modificados positivamente en
respuesta a las dietas enriquecidas con diferentes antioxidantes. En el mismo
estudio Ramirez y cols. (2003)° observaron una disminucién de radicales
hidroxilo. Mientras que, Villar-Patifio y cols. (2002)*, al suministrar dietas
enriquecidas con vitamina E en pollos predispuestos a desarrollar el mismo
sindrome, detectaron una disminucion de TBARS.

Los hallazgos del experimento anterior, apoyan a los trabajos de Bottje y cols.
(1995)%?, quienes emplearon vitamina E en la dieta de pollos con alta
predisposicion al SA, y observaron una disminucién de algunos indicadores del

estrés oxidativo.

En coincidencia, las pruebas de Serret y cols. (2002)*! mostraron un incremento
significativo en los niveles de TBARS, principalmente en la sexta semana asi
como una disminucion del glutation total (GSHT) en la tercer semana, en el
higado, corazén y pulmén de pollos con SA. Sin embargo, al administrar AL, se
observo una mejor situacion del equilibrio oxidante/antioxidante favorecida por un

aumento en los niveles de GSHT.
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Antioxidantes clave en la modulacion del EO en el SA

Como se aprecio, en el SA el cuadro de EO se ha tratado de manejar con AOs
como la vitaminas C y E, el selenio y otros agentes de tipo antionflamatorio no
esteroidal con accion antioxidante como el piroxicam, sin embargo las
investigaciones mas recientes se han concentrado en evaluar el efecto del AL y
ahora mas recientemente de la N-acetil-cisteina (NAC), debido a sus importantes
efectos antioxidantes, el primero como regenerador y el segundo como precursor

de la sintesis del GSH, el antioxidante mas importante a nivel intracelular®3"442,

El Glutation reducido (GSH). Indicador méas abundante de EO

De los sistemas antioxidantes con los que cuenta el higado, el mas importante,
por ser este el principal antioxidante que se sintetiza, almacena y exporta en este
nivel, es el del glutation (GSH) %2,

El GSH es un importante antioxidante enddgeno que actia, cuando hay
situaciones de estrés oxidativo como un instrumento clave en la prevencion del
dafo celular, posee una serie de funciones vitales involucradas con la regulacion
de procesos de oxido reduccion, detoxificacion de xenobidticos e inactivacion de
radicales libres®®*"3. El hecho de ser el tiol mas abundante a nivel intracelular
refuerza la importancia de su papel como antioxidante.

La molécula del glutatibn (ver esquema) es un tripéptido constituido por los
aminoacidos L-glutamato, L-cisteina y L-glicina. Aunque se puede observar en
forma de tiol reducido (GSH) o en su forma oxidada (GSSG), el 99% del glutatién
celular total se encuentra como GSH, mientras que la porcién minima restante,

est4 en estado oxidado y otra parte unido a proteinas’"*.

Molécula de Glutation (GSH)
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El GSH, esta presente en la mayoria de las células y se involucra con una gran
variedad de funciones adicionales a las mencionadas anteriormente: Protege a las
células de la peroxidacion lipidica, regula la actividad enzimatica, modula la
sintesis de proteinas, mantiene el nivel de tioles en la proteina, neutraliza los
peréxidos liberados por los macrofagos, y sirve ademas como transportador y
almacenador de cisteina’"®.

Otras reacciones celulares (ver Cuadro 3) en las que el GSH participa, se citan a

continuacién’” :

Cuadro 3. Principales eventos celulares involucrados con el GSH

Secuestra radicales libres y otras especies reactivas
Remueve hidrogeno y peroxidos lipidicos
Previene la oxidacion de biomoléculas

Sintesis de leucotrienos y prostaglandinas
Conversion de formaldehido a formato
Produccién de D-lactato del metilglioxal
Formacion de aductos GSH-NO
Almacenamiento y trasporte de cisteina

Estado intracelular redox

Transduccion de sefiales y expresion genética
Sintesis de proteinas y ADN y protedlisis
Proliferacién celular y apoptosis

Integridad y funcion mitocondrial

Por lo anterior, se reconoce que el GSH presenta una versatilidad regulatoria y
metabdlica sobresaliente. Como parte de la pareja redox GSH/GSSG, juega un
papel importante en la defensa antioxidante, metabolismo de nutrientes, y
regulacion de vias metabdlicas esenciales para la homeostasis del organismo. La
deficiencia de GSH contribuye al estrés oxidativo, y por lo tanto podria jugar un
rol importante en la patogénesis de muchas enfermedades’.

El GSH se sintetiza principalmente a nivel hepatico, y de ahi se exporta a otros
tejidos como: cerebro, rifibn, pulmones, corazén, intestino, y eritrocitos;

principales organos responsables de su homeostasis. La captacion de cada
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organo o tejido depende de la actividad de la enzima y—glutamil transpeptidasa (y
GT 0 GGT) localizada en la membrana celular’®.

Se indican en a continuacion (Cuadro 4), los lugares del organismo donde el GSH
se encuentra en mayor concentracion’® :

Cuadro 4. Principales reservorios de GSH dentro del organismo:

Cristalino 10 mM

Higado 5-7 MM con niveles de excrecion hasta de 10 mM
RifioN 3 mM

Corazon 2 mM

Globulos rojos 2 mM

Musculo 1-2 mM

Plasma 0.05 mM

Dentro de la célula, el GSH se encuentra principalmente en dos pozas; en el
citosol donde se sintetiza y en la mitocondria donde la demanda es grande’.
También, es posible encontrarlo a nivel de reticulo endoplasmico y nicleo’. Se
menciona que las células deficientes en GSH son mas susceptibles al dafio
generado por las especies moleculares antes mencionadas, y que la proteccion
generada es producto tanto de la capacidad celular para sintetizar GSH asi como
de la cantidad existente del mismo dentro de la célula’.

El GSH juega un papel crucial como agente protector ya que actua dentro de la
primera linea de defensa como secuestrador de EROs como OH:, HOCI,
peroxinitrito, Oz, y ONOO , y como reductor de H,O,. En tanto que, dentro de la
segunda linea de defensa, actia como cofactor de las enzimas antioxidantes

glutatién reductasa y glutatién peroxidasa’?.

Sintesis de GSH

El GSH como se observa en la Figura 4, es sintetizado en el citosol celular por la
accion consecutiva de las enzimas y-glutamilcistein sintetasa (GCS) y glutation
sintetasa (GSH sintetasa), en un proceso dependiente de ATP. En primer orden
se da la formacion de y-glutamil-cistein-glicina, y posteriormente, a partir de la
unién de la glicina, se forma la molécula de GSH"2.

Aunque la conversibn de GSH a su forma oxidada (GSSG) es reversible en

ambos compartimentos: citosol y mitocondria, la sintesis ocurre Unicamente en el
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primero, debido a que solo en este espacio se encuentran las enzimas necesarias
que se involucran en este proceso’?.

Es importante mencionar que dentro de este esquema, los factores determinantes
de la sintesis de GSH son, por un lado, la disponibilidad de cisteina el aminoacido
azufrado que acta como precursor; asi como por el otro, la actividad de la

enzima y—glutamil-cistein sintetasa®.
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Figura 4. Sintesis e interconversion de GSH a nivel celular

El inusual enlace entre el glutamato y la cisteina le confiere estabilidad celular y
resistencia a la degradacion por peptidasas intracelulares, por lo que, Unicamente
la enzima vy-glutamiltranspeptidasa, ubicada en la superficie externa de la
membrana celular, puede hidrolizarlo’>. EIl GSH es esencial para la funcién
mitocondrial. La generacion de especies reactivas de oxigeno y radicales libres
por la propia célula representa una seria amenaza contra su integridad. La
detoxificacion celular implica la conversién de GSH a GSSG, y también en un
momento dado a la mezcla de glutatién disulfuros (GGSR). Subsecuentemente el

mantenimiento de los niveles de GSH via sintesis de novo, es una situacion
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adicional importante que fortalece la habilidad celular para resistir ante la toxicidad
inducida por estos tipos moleculares.

De manera que, en la medida en que resulte necesario, el GSH sera transportado
hasta la mitocondria’.

Dentro del esquema siguiente se muestra como el GSH provee equivalentes
reductores para que la glutation peroxidasa (GPx) catalice la reduccién del
peréxido de hidrogeno y los hidroperoxidos lipidicos en agua y su respectivo
alcohol. Durante este proceso el GSH se transforma en GSSG, que
posteriormente es reciclado a GSH por accion de la glutation reductasa (GR) y la
presencia de NADPH®.

2H,0 GSS NADPH
GPx GR
H,0, 2GSH NADP

En condiciones de estrés oxidativo cuando la interconversion de GSSG a GSH no
es eficiente y la capacidad de sintesis es superada, el GSSG puede transportarse
fuera de la mitocondria y de la membrana celular; no obstante, en situaciones

cronicas, el GSH requerira ser suplementado’*®,

La N-acetyl-cisteina. Precursor de la sintesis de glutation

La N-acetil-cisteina (NAC) es una excelente fuente de grupos sulfhidrilo y es
capaz de estimular la sintesis de GSH, promover la detoxificacion, y actuar
directamente como secuestrador de RL®%. Diversos autores han descrito sus
efectos benéficos en condiciones caracterizadas por un decremento en los niveles
de GSH o involucradas con un EO, como en el caso del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (V.I.H.), el cancer, efectos derivados del consumo del
cigarro, y enfermedades cardiacas y hepaticas. La NAC también se administra en
forma de droga mucolitica para el tratamiento de diversas enfermedades
respiratorias; e incluso se emplea en el tratamiento de la intoxicaciébn con
acetominofen, y el envenenamiento con metales pesados®®*.

La NAC es una variante acetilada de la L-cisteina, el aminoacido limitante que

aporta el grupo tiol (-SH) a la molécula de glutation.
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Este amino&cido no esencial puede ser sintetizado dentro del organismo, a partir
de la metionina (donador de azufre) y de la serina (donadora de nitrégenos y
carbonos). Es un constituyente de proteinas, y se requiere para la sintesis otras
moléculas como la taurina, la coenzima A y el condroitin sulfato®>®. A

continuacion se muestra su estructura quimica.

L

L K
D i o

HS™

Por si sola, la NAC posee propiedades antioxidantes propias, sin embargo, como
ya se menciond, despierta mayor importancia el hecho de su participacion en la
sintesis del GSH®®.

Una de las principales razones que regulan la velocidad de sintesis del GSH es la
disponibilidad de cisteina. Este aminoacido deriva normalmente de la dieta y del
catabolismo de las proteinas; y en el higado del aminoacido metionina via
transulfuracion®. El uso de la cisteina exdgena para fines de sintesis de GSH se
ha limitado porque es muy inestable y rapidamente se oxida a cistina, en tanto
que, su forma oxidada tampoco es Util ya que resulta poco soluble®. El estudio de
formas alternativas para incrementar la poza de este aminoacido y a su vez
promover la sintesis de GSH a nivel intracelular ha sido creciente.

En su forma N-acetilada la NAC es capaz de mantener el estado redox de la
cisteina notablemente estabilizado. Después de que la NAC entra a la célula, esta
es rapidamente hidrolizada a cisteina®.

En modelos animales se ha reportado que la NAC estimula la produccion de GSH.
Sugiriéndose que una vez ingerida y absorbida es transportada hasta el citosol de
las células hepaticas, en donde es desacetilada y utilizada como sustrato por la
enzima y-glutamil-cistein sintetasa involucrada en el proceso de sintesis del

tripéptido®?.

Investigaciones que apoyan su eficacia

De las bondades atribuidas directamente a la NAC, destaca el efecto mucolitico
logrado a través de la escision del puente disulfuro de las mucoproteinas
responsables de producir la cohesién del moco y el efecto de viscosidad. También

controla las exacerbaciones infecciosas por un efecto directo sobre la flora
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bacteriana, puesto que la accion antiadhesiva de NAC actia disminuyendo el

nimero de bacterias en la orofaringe®”.

También se ha propuesto que la NAC podria ser de utilidad para el tratamiento
de diversos sintomas asociados con el uso y abuso de farmacos que estimulan al
sistema nervioso. Goro y cols. (2004)®® mostraron que la NAC podria prevenir los
cambios en el comportamiento (hiperlocomocion aguda) y neurotoxicidad en ratas
después de la administracion con metanfetamina (MAP) un potente
psicoestimulante, que activa enérgicamente ciertos sistemas en el cerebro.

La MAP administrado en dosis repetidas es capaz de causar dafo a nivel de
terminaciones nerviosas dopaminérgicas; pero el pretratamiento de NAC revela
una disminucién en la liberacion de dopamina aunando a un efecto atenuante
significativo en la hiperlocomocion de ratas inducidas por una sola administracion
de MAP®,

Otros estudios coinciden en que el tratamiento con NAC puede atenuar
significativamente la reduccion de dopamina en changos después de darles dosis
consecutivas de MAP®.Por otra parte, se ha documentado que el abuso del 3.4-
metilenedioximetamfetamina (MDMA), cominmente conocida como éxtasis, ha
sido asociado a diversos reportes clinicos de dafio hepéatico, ictericia,
hepatomegalia, necrosis centrolobulillar y falla hepatica entre otros®°.

En el metabolismo de esta droga se incluye la formacién final de quinonas,
moléculas con alta actividad redox que pueden entablar un ciclo redox facilmente,
y originar radicales semiquinona dando paso a la generacion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) y especies reactivas de nitrogeno (ERNS),
observandose ademas deplecion de GSH y muerte celular. En este contexto, la
NAC previenen significativamente estos efectos®.

En otros aspectos, la NAC ha sido empleada para evaluar sus efectos protectores
tras el tratamiento utilizado para contrarrestar ciertos tipos de cancer. Los
resultados sugirieron que la NAC actla efectivamente en la prevencion de ciertos
efectos toxicos, como la pérdida progresiva e irreversible de la audicion
provocada por el cisplatino. Sugiriéndose la formacion de un compuesto inactivo
derivado del enlace de la NAC con la molécula de platino®. Estos estudios
revelaron también, que la NAC no atraviesa la barrera hematoencefalica, y por lo

tanto, resulta aun mas atractiva para conferir proteccion en contra de los efectos

35



ototoxicos de los tratamientos empleados para atacar tumores a nivel del sistema
nervioso central®.

Respecto a su poder antioxidante, se reporta que la NAC puede ejercer su efecto
directamente o indirectamente estimulando la sintesis de GSH.

En dos estudios donde se evaluo la administracion de la NAC para tratar a
pacientes con V.I.H y a ratas intoxicadas con diferentes xenobio6ticos se observé
gue los niveles de GSH se incrementaron tanto a nivel citosélico como a nivel
mitocondrial®®. Asi mismo, Pefia y cols. (2002)%!, sefialan un incremento en el
contenido de GSH, estatus redox GSSG/GSH y actividad de la glutation
redcutasa, en peces expuestos a pesticidas organofosforados pero tratados con
NAC; este efecto antioxidante y proglutation se reflejé también, en una mayor tasa
de sobrevivencia.

En pollo de engorda Valdivia y cols. (2001)%, sugieren un efecto protector de la
NAC en contra de los efectos negativos inducidos por la intoxicacion aguda con
aflatoxina B2 sobre parametros productivos, dafio hepatico y renal asi como
alteraciones a nivel bioquimico.

Otros datos experimentales en ratas tratadas con NAC demuestran que el manejo
de este antioxidante mas deferoxamina, mejora la sobrevivencia
significativamente hasta en un 47%%. Los datos experimentales demuestran que
la NAC mas la deferoxamina reduce las consecuencias de choque séptico en
ratas, mediante la disminucion del estrés oxidativo y la limitacion de la infiltracion
de neutréfilos y disfunciébn mitocondrial, de tal modo que se mejora la

sobrevivencia®.

El &cido linoico. Aaente reaenerador del alutation

El &cido lipoico (CgH140,S,), referido también, como acido tioctico y acido a-
lipoico, es una molécula de ocho carbonos con dos grupos tiol**. En el esquema

siguiente se muestra su estructura quimica.
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El AL se ha identificado como un poderoso antioxidante presente tanto en células
procariontes como en eucariontes, se encuentra de forma natural en la dieta,
frutas, vegetales y principalmente en tejidos animales con alta actividad
metabdlica como el corazén, higado y rifion®. Al ser suplementado en su forma
natural o sintética, muestra una mayor capacidad funcional. Debido a que se trata
de una molécula soluble tanto en medios acuosos como lipidicos, sus funciones
biolégicas no estan limitadas a un solo compartimento celular, y por esta razén se
encuentra bien distribuido en el citosol y membranas, de plantas y animales®.

El &cido tioctico atraviesa facilmente las membranas celulares actuando tanto en
medios lipofilos como hidrofilos por lo que puede actuar frente al estrés oxidativo y
prevenir el dafio celular a muchos niveles®. También actia indirectamente
regenerando o reciclando a otros antioxidantes presentes en la sangre®.

A pH fisiol6gico el AL es aniénico y comunmente se le conoce como lipoato.
Exdgenamente el AL es absorbido rapidamente a nivel intestinal y transportado a
los tejidos donde es tomado por las células y llevado hasta la mitocondria de
donde posteriormente es liberado en su forma reducida: el acido dihidrolipoico
(ADHL). Este proceso de reduccion se muestra en la Figura 5. Después es
facilmente transportado fuera de la célula y asi funcionar efectivamente en el

espacio extracelular®.

Figura 5. Reaccién de oOxido-reduccion del acido lipoico y acido

dihidrolipoico®

O oxidacion o
_
reduccion
—S SH

NADH / NADPH
Acido lipoico Acido dihidrolipoico

El AL puede ser reducido por diferentes sistemas enzimaticos dependiendo del

compartimiento celular®.
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Esta reduccion se lleva a cabo mediante la acciébn de enzimas como la
dihidrolipoato en presencia de NADH o NADPH a nivel mitocondrial, y, por la
accion de la glutation reductasa o tioredoxina reductasa en un proceso

1. De hecho, en la reduccidon enzimatica

dependiente de NADPH, a nivel de citoso
del AL a DHLA, los equivalentes reductores que se requieren; NADH o NADPH;
son proporcionados como producto del metabolismo de la glucosa®. Por lo tanto,
el AL utiliza la fuerza metabdlica de la célula para continuamente estar
regenerandose a DHLA. La reduccion a DHLA ha sido observado en diversas

lineas celulares, incluyendo, hepatocitos, eritrocitos, queratinocitos y linfocitos®.

Funciones del AL

A nivel hepatico el AL participa en numerosas reacciones metabdlicas. Por
ejemplo, el AL aumenta los niveles de GSH, siendo este probablemente el
mecanismo de sus efectos detoxificantes y regeneradores hepaticos mas
importante®. Ademas de su accion antioxidante, se le utiliza como detoxificante
hepatico en el envenenamiento por algunas setas, metales pesados y farmacos
como el paracetamol ¥’.

El AL ha sido conocido por su papel en el metabolismo oxidativo; y como
lipoamida, el cofactor esencial en los complejos a—cetoacido deshidrogenasas de
las mitocondrias®.

Papel del AL en el metabolismo oxidativo

Se ha demostrado que el AL es requerido para la descarboxilacion oxidativa del
piruvato a acetyl CoA, el paso critico que enlaza a la glicélisis con el ciclo del
acido citrico®.

El &cido lipoico es un cofactor esencial de los complejos enzimaticos que
catalizan la descarboxilacion de los a-ceto-acidos, como el piruvato (a acetil coA)
y a-ceto-glutarato (a succinil coA) en el ciclo de Krebs®.

El AL juega un rol integral dentro del metabolismo oxidativo al funcionar como
cofactor para la piruvato deshidrogenasa y la a-ceto-glutarato deshidrogenada®.
In vivo, el &cido a-lipoico se encuentra unido al grupo a-amino del residuo de
lisina de cinco distintas proteinas. Como lipoamida funciona como cofactor de
complejos multienzimaticos que catalizan la descarboxilacion del piruvato, del a-

cetoglutarato, y de los a-ceto &cidos de cadena ramificada®® .
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Los complejos que catalizan estas reacciones comparten similitudes estructurales.
Todos estan compuestos por copias de tres enzimas E1, E2 y E3.

El.- Piruvato deshidrogenasa

E2.- Dihidrolipoil acil transferasa

E3.- Dihidrolipoamida deshidrogenasa

Papel del AL como antioxidante

Las propiedades antioxidantes del AL han sido demostradas desde 1959; en la
actualidad se le considera un antioxidante universal, gracias al gran numero de
cualidades que posee, entre las que se encuentran: la facil absorcion, la
conversion rapida a su estado reducido, la habilidad para funcionar en medios
acuosos o lipidicos, la actividad quelante sobre algunos metales, y el papel

regenerador en otros antioxidantes actuando finalmente de modo sinérgico®,

En la Gltima década, un sinnimero de reportes han mostrado la eficacia del acido
AL, como poderoso antioxidante, en el secuestro de numerosas especies
reactivas como el el radical hidoxilo OH*, hipocloroso HCIO * y oxigeno O* *°. En
el Cuadro 5, se indican las especies reactivas derivadas del oxigeno del

nitrégeno y del cloro que son secuestradas por el AL y el DHLA®

Cuadro 5. Actividad antioxidante del acido a-lipoico y del acido dihidrolipoico

Oxidante Secuestrado por AL Secuestrado por DHLA
Radical hidroxilo si si
Oxigeno singulete si no
[6n superoxido no si
Radical Peroxilo no si
Hipoclorito si si
Peréxido de hidrégeno si si
Radical Oxido nitrico si si
Peroxinitrito si si
Qulacion de metales si si
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Algunas de sus funciones como modulador antioxidante son:

1) Eliminacion EROS.

2) Regeneracion de antioxidantes exdgenos y enddgenos como las vitaminas
EyC,y; GSH.

3) Quelacion de metales.

4) Reparacion de proteinas oxidadas.

Estudios recientes indican que tanto el lipoato, como su forma reducida el
dihidrolipoato, actian como potentes antioxidantes. Reportando que ambos,
tienen un efecto terapéutico eficaz en condiciones patolégicas que involucran
generacién de especies reactivas®. Sin embargo también se indica que el DHLA
es dos veces mas efectivo que el GSH y la NAC, y cinco veces mas efectivo que
el AL®.

El potencial redox del AL/DHLA es de (-0.32V) comparado con el de la pareja
redox GSH/GSSG que es de(-0.24 V) ; esta diferencia establece que el DHLA
tiene mayor potencial de reduccién dentro de la célula y que por eso puede
ofrecer mayor proteccién del dafio oxidativo que por ejemplo, el GSH, un
importante protector a nivel intracelular®. La ventaja de este principio es que
gracias a su potencial redox el DHLA tiene una poderosa accion reductora y por lo
tanto puede servir de regenerador de otros antioxidantes fisiol6gicos de fases
acuosas Y lipidicas®.

De su interaccion con otros antioxidantes

Durante la interaccion entre un antioxidante y alguna especie reactiva del oxigeno,
el antioxidante generalmente es convertido a una forma que ya no resulta
funcional. En orden de seguir siendo funcional, el producto oxidado requiere ser

reciclado a su forma nativa®.

Los atrapadores de ROS especialmente de radicales, son eficientes solo cuando
la forma relativamente estable del producto oxidativo puede ser facilmente
regenerado o degradado a través de un conjunto de reacciones cooperativas,
donde los diferentes antioxidantes interactian unos con otros: Por ejemplo: el
GSH vy la vitamina C, son moléculas que toman parte en la regeneracion de
antioxidantes oxidados; una vez que la vitamina C atrapa el radical ésta se
transforma en un radical ascorbilo, el cual es regenerado por otros antioxidantes,

interviniendo el GSH y el NADH para su restablecimiento® .
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También puede regenerar otros antioxidantes de forma indirecta, como es el caso
del ascorbato y la vitamina E. La vitamina E es el principal antioxidante que
protege a las membranas de la lipoperoxidacion. Y se sugiere se restablece a
través de la reduccion del GSSG por medio del *°*%'. En su forma reducida el AL
puede proveer de una proteccion antioxidante tanto a las células proximas como a
las del compartimento extracelular. Por lo que es capaz de afectar a un amplio
rango de antioxidantes, incluido el GSH, la vitamina C, el ubiquinol e
indirectamente la vitamina E °%!% véase en la Figura 6. la dindmica de
reciclamiento entre los antioxidantes corporales a través de la interaccion del AL y
del DHLA %,

Ubisemiquinina

Vitamina Dihidrolipoato
E (acido
dihidrolipoico) .
Ubiquinol Acetil CoA
Dihidro
ROO - ascorbato
0O,
Ascorbato A/
ROOH
Glutation
disulfuro
i/ ' &LiPORO
utation £ i [
reducido (acido lipoico) Piruvato

Figura 6.- Vias por las cuales el dihidrolipoato restablece a otros antioxidantes. El lipoato es
reducido a dihidrolipoato por el NADH dependiente de la dihidrolipoamida deshidrogenasa (la
enzima E3 del complejo a-cetoacido deshidrogenasa) y también por el NADPH dependiente de la

glutatién reductasa™®*".
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Investigaciones que apoyan su eficacia

En diversos estudios realizados con AL se observd que después de la
regeneracion del DHLA, éste es capaz de contribuir a la regeneracién no
enziméatica del GSH, vitamina C y vitamina E °'%. El DHLA, ademas puede
reciclar al radical ascorbilo, que en calidad de ascorbato puede reciclar al radical de
la Vitamina E (VE). También se ha demostrado que el DHLA interactia con NADH
y NADPH de la cadena de transporte de electrones para reciclar la VE**%. Otros
estudios han sugerido que el DHLA puede también reciclar a la VE, via reduccién
del GSSG a GSH. Sin embargo, el GSH es incapaz de reducir al AL a DHLA%.

Estudios originados de las observaciones de diversos investigadores muestran
gue la administracion de acido a-lipoico previene los sintomas de la deficiencia
por vitamina E y por vitamina C en ratas*.

La vitamina E es el principal antioxidante en las membranas biologicas y si bien se
encuentra en baja proporcion molar en comparacion a la produccion de radicales
lipoperoxilos, su poder antioxidante se puede explicar gracias al “reciclaje” del cual
es objeto por parte de otros antioxidantes. Estudios previos indican que 1.65 g de
AL/Kg en la dieta, previene los signos asociados a la deficiencia de vitamina E en
ratones’®. Kagan cols. (1992)% mantuvo elevadas concentraciones de vitamina E
en humanos y encontré que el AL es un efectivo regenerador de la vitamina E por

interaccion sinérgica con la vitamina C.

Por su parte otros investigadores; estudiaron la regeneracion de la vitamina C en
mitocondria de higado de rata, observando que en presencia de NADH y con la

adicion de AL, se mostrd un incremento en los niveles de vitamina cto4,

Por otro lado se ha observado, que al combinar DHLA mas glutatibn oxidado se
previene la lipoperoxidacién por un supuesto reciclamiento de la vitamina E,
ademas que se ha demostrado que el AL causa un aumento intracelular del
glutation'®1%’. En otros estudios ha sido posible también observar el efecto del AL
en su papel de regenerador de antioxidantes in vivo. En cerdos de guinea, se
observo que en animales deficientes de vitamina C se prevenian los sintomas de
escorbuto, al administrar AL en la dieta. En ratas sanas recién nacidas expuestas a
un compuesto que disminuye los niveles de vitamina C, se observé que al incluir

AL, los niveles de vitamina C se restablecian con respecto a los niveles del grupo
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control'®. El &cido a-lipoico ha mostrado incrementar los niveles de GSH
intracelular in vitro y también in vivo. El GSH es el principal antioxidante intracelular
gue actta como un amortiguador sulfhidrilo, y que protege a los residuos de

cisteina de las proteinas del proceso de oxidacion®.

Han y cols. (1995)' indicaron que el &cido a-lipoico incrementa el GSH
intracelular de linfocitos T de humanos; este efecto se explicd con la hipotesis de
que tal incremento es consecuencia del incremento en la sintesis de GSH por
una optimizacién en el uso de cisteina.

Debido a este mecanismo de reciclamiento, la pareja lipoato/dihidrolipoato puede
mantener continuamente un estado redox favorable a expensas del metabolismo
celular. El DHLA liberado de las células reduce la cisteina extracelular y por lo
tanto promueve la incorporacién de la cisteina al sistema ASC*. La regeneracion
de GSH por el AL también ha sido evaluada tanto en sujetos sanos como
sometidos a estrés oxidativo. Se midieron los niveles de GSH en higado, rifién y
pulmon de ratas sanas antes y después de la administracion de AL, encontrando
gue los niveles de GSH se incrementaban con el AL. En el mismo estudio, pero
sometiendo a las ratas a estrés oxidativo, se observd que el AL prevenia la
deplecion de GSH.

También se ha encontrado que el ejercicio aumenta los niveles de lipoeroxidacion
en higado y musculo esquelético; y que el AL bajo estas circunstancias muestra un
efecto protector®.

Otros estudios ilustran como la administracion de AL previene la lipoperoxidacion
durante el envejecimiento. En las ratas control adultas se encontré una mayor
lipoperoxidacion y niveles menores de GSH, vitamina E, vitamina C, actividad de la
SOD, catalasa y GPx remarcablemente menores en comparacion con las ratas
jovenes del grupo control. La suplementacion de acido DL-a-lipoico en ratas
maduras mostré una disminucién en los niveles de peréxidos lipidicos y un
incremento en el estatus antioxidante. En ratas jovenes el AL también disminuyé
los niveles de lipoperoxidacién®. Los resultados de este estudio concluyen que la
suplementacion de A&cido lipoico restablece la pérdida mitocondrial de
antioxidantes y sugiere que podria ser utilizado como un agente terapéutico
efectivo en el tratamiento de aquellos desordenes asociados con la edad donde los

radicales libres son el principal factor involucrado®.
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Por otra parte, también se encontré un efecto protector del AL en el desarrollo de

110 estudio el efecto del AL en la

lipidemias y ateroesclerosis. Shih y cols.(1983)
aterosclerosis de palomas japonesas, las aves fueron alimentadas con colesterol
durante 12 semanas, mientras recibieron AL mediante la implantacion de una
cépsula a nivel subcutaneo de liberacion prolongada. Los resultados indicaron
una disminucion en el colesterol total y de las B-lipoproteinas en un 40 y 42%
respectivamente.

Por su parte, Angelucci (1958)™! e Ivanov (1974)'*? encontraron que el AL de la
dieta no solamente reduce los niveles de colesterol y lipoproteinas sino que
también intensifica la respiracion celular en corazon, higado y vasos sanguineos de
conejos.

Ford y cols. (2001)'*® encontraron que dosis de AL de 300mg/kg de peso
disminuyen los triglicéridos del cuerpo en ratas diabéticas. Otros autores
encontraron que dosis de 7.5 mg/199 g de peso vivo durante 9 dias disminuye 45%
las concentraciones de triglicéridos™**.

En pollo de engorda predispuesto a desarrollar SA se ha documentado que el AL
genera un incremento en los niveles de GSH total®'.

La ingesta de antioxidantes por encima de los niveles minimos requeridos ha
mostrado tener efectos benéficos en la respuesta al balance
oxidante/antioxidante, razén que justifica y alienta a mantener y continuar
investigando a través de la aplicacion de antioxidantes en la dieta el alcance en el
manejo de cuadros clinicos que cursan con cuadros de estrés oxidativo como es
el caso del SA. Y en atencibn a la importancia que revisten estos dos
antioxidantes en beneficio de los niveles de GSH, se ha planteado utilizarlos en
diferentes combinaciones para observar su efecto en pollos de engorda con alta

predisposicion a desarrollar el SA.
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lIl. JUSTIFICACION

Considerando las cualidades tanto del AL como de NAC dentro del marco del
estrés oxidativo; se evaluaron en dietas para pollo de engorda predispuesto a
desarrollar sindrome ascitico. Se espera que con este tratamiento se evitaran las
pérdidas por mortalidad, decomisos y malos indices de productividad.

Ademas se considera reducir los costos implicitos en la eleccion de AL al usarlo
en una mezcla con NAC, con lo cual se facilitara la regeneracién del GSH

mediante la inclusion de AL, asi como su sintesis a través de la NAC.

V. HIPOTESIS

La suplementacién del AL en adicion con la NAC en dietas para pollo de engorda,
disminuye la incidencia del sindrome ascitico en pollos de engorda criados a 2250
m.s.n.m, por lo que se mejoran los indices de productividad y se favorece un

incremento en los niveles de GSH en hepatico.

IV. OJETIVOS

1. Determinar el efecto del AL y la NAC sobre los parametros productivos en el
pollo de engorda.
2. Valorar la accion del AL y NAC sobre la incidencia del sindrome ascitico en el
pollo de engorda.
3. Evaluar el efecto de la mezcla sobre indicadores del EO, como lo es el GSH, en

el higado de los pollos estudiados.



VI. MATERIAL Y METODOS

La realizacion de este estudio incluyé el desarrollo de dos fases, una de campo y

otra de laboratorio.

FASE DE CAMPO

El presente estudio se desarroll6 en el Centro de Ensefianza, Investigacion, y
Extension en Produccion Avicola (CEIEPA) de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), localizado
en Zapotitlan Tlahuac, Distrito Federal, a una altitud de 2250 m.s.n.m., bajo un
clima templado subhumedo, con bajo grado de humedad; (C(wo)(w)). Una
temperatura media anual de 16° centigrados y una precipitacion pluvial media de
600 a 800 mm. Siendo enero es el mes mas frio y mayo el mes mas caluroso'™.
Se utilizé una caseta experimental de ambiente natural que se encal6 y desinfecto
una semana antes de la recepcion del pollito. La caseta conté con piso de
cemento, cortinas de lona, y tineles internos para regular la temperatura.

Las cuatro primeras semanas se proporcioné calor a las aves con criadoras de
gas. Se usaron comederos tipo tolva y bebederos automaticos de campana
durante todo el ciclo productivo.

Los animales de experimentacién fueron 1200 pollos mixtos de la linea Ross-508,
de un dia de edad, cuya procedencia fue una incubadora comercial. Se
distribuyeron aleatoriamente para formar cinco tratamientos de seis réplicas cada

uno. Para lo cual, se prepararon 30 corrales independientes.

Las dietas basales, se elaboraron en la planta de alimentos del CEIEPA, siguiendo
las especificaciones nutrimentales para el pollo de engorda en sus dos etapas, de
iniciacion y de finalizacién segun las recomendaciones de Cuca cols. (1996) *¢. Se
aseguroé de incluir altos niveles de energia metabolizable durante el ciclo, con el fin
de promover un rapido crecimiento y aumentar la probabilidad de desarrollar
sindrome ascitico. La composicion porcentual y aportes nutricionales de las dietas

basales empleadas para la prueba experimental se muestran en los Cuadros 8 y 9.
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Los tratamientos incluidos fueron los que se exponen en el Cuadro 6:

Cuadro 6. Tratamientos incluidos en la prueba experimental

Tx. 1 Dieta basal (DB) sin AL ni NAC

TX. 2 DB + 10 mg/kg de AL

TX. 3 DB+800 mg/kg pv de NAC

TX. 4 DB+10 mg/kg AL + 200 mg/kg NAC
TX. 5 DB + 10 mg/kg AL+ 400 mg/kg NAC
TX. 6 DB + 10 mg/kg AL+ 800 mg/kg NAC

El manejo médico consisti6 en la inmunizacién contra la enfermedad de
Newcastle e influenza a los 12 dias de edad (via ocular y subcutanea).

Se midieron los siguientes pardmetros productivos: Ganancia de peso diaria,
consumo de alimento diario, conversion alimenticia, mortalidad general y
mortalidad por Sindrome Ascitico. Los pesajes se hicieron semanalmente, y los

registros de mortalidad se tomaron diariamente.

FASE DE LABORATORIO

DETERMINACION DE GSH

Con la finalidad de hacer las determinaciones de GSH en el laboratorio,
semanalmente se tomaron muestras de higado de un pollo por repeticion (ver
Cuadro 7). Inmediatamente después del sacrifico, que se realiz6 segun la NOM-
OF-1995, se tomaron muestras de higado y se conservaron en nitrégeno liquido
para su transporte hasta el laboratorio donde fueron almacenadas en un REVCO
a —75 °C hasta el momento de su procesamiento.

Cuadro 7. Muestras obtenidas durante la prueba experimental

Semanal 1 5 30
Semana 2 1 5 30
Semana 3 1 5 30
Semana 4 1 5 30
Semana 5 1 5 30
Semana 6 1 5 30
Semana 7 1 5 30
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Las determinaciones analiticas se realizaron en el laboratorio 5 del Departamento
de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Determinacion de GSH. Método de la Glioxalasa |

El método empleado para determinar GSH fue el citado por Akerboom vy cols.
(1981)*’. El fundamento quimico se basa en la accién de la glioxalasa |, enzima
gue cataliza la reaccién de condensacidén entre el metylglioxal y el GSH para
formar un producto intermediario a la formacién del acido lactico, y que es
detectado a una absorbancia de 240nm. La cantidad de producto formado es
proporcional a la cantidad de GSH presente en la muestra. Esta prueba es

altamente confiable debido a la gran especificidad que la enzima presenta™.

Glioxalasa

GSH + metylglioxal > s-lactoyl-GSH

Los reactivos utilizados en la técnica fueron: EDTA 8 mM disuelto en acido
perclorico 4 M ; KCO3 4M; buffer de fosfatos 0.15 M a pH 7; metylglioxal 110 mM y
glioxalasa I. Disponible comercialmente 1000 unidades/ml.

El desarrollo de la técnica se muestra en el esquema siguiente. Con el fin de
evitar la degradacion de compuestos inestables, las muestras congeladas, se
pesaron (0.5 g aproximadamente), pulverizaron y trataron con acido rapidamente.
Después se homogenizaron en 9 volimenes de acido perclérico, y se
centrifugaron en frio a 10,000 rpm/5 min.

Una vez obtenido el extracto perclorico se procedié a neutralizar la muestra con
KCO3 nuevamente se centrifug6 a 10,000 rpm/ 5 min y se tomé del sobrenadante
40 ul de muestra para la determinacion del compuesto.

La muestra se afiadio al buffer de fosfatos y posteriormente 20 ul de metilglioxal.
Se hicieron registros de las absorbancias entre un reactivo y otro; en un
espectrofotometro Beckman DEU-650 programado a 240 nm. Finalmente se
afadieron 2 pul de glioxalasa 1. Y nuevamente se tomé el registro de la

absorbancia hasta que la reaccién consumio el total del GSH.
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0.5 g de tejido hepatico
Homogenizar

l HCLO, 4M+ EDTA 8 Mm
9 volimenes

Muestra acida

Centrifugar
10,000 g x 5 min

KCO3; 4M

Muestra neutra
Centrifugar
10,000 g x 5 min

alicuota en cubeta de curazo

1ml Buffer
muest®+buffer

2-120nmol de muestra
20! de metilglioxal

A J
muestra +buffer+GSH+ metylglioxal

|

Agitar
240 nm Registrar

2ul de glioxalasa | y agitar

Registrar cambio en absorcion a 240 nm
(10 minutos después)
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Analisis Estadistico

A los datos de consumo de alimento, ganancia de peso, conversion alimenticia,
mortalidad general y mortalidad por SA se analizaron con un modelo estadistico
completamente al azar de mediciones repetidas a través del tiempo (parcelas
divididas), con el programa estadistico MENU™*.

Dado que las variables de mortalidad general y mortalidad por sindrome ascitico
no tienen una distribucion de tipo normal, antes de ser sometidas a la prueba
correspondiente, se transformaron a la forma raiz cuadrada arcoseno. El
programa estadistico utilizado fue el SSPS software versién 10.0*%°.

Conforme al disefio experimental completamente al azar, se realiz6 un analisis de
varianza (ANDEVA) considerando la prueba de Tukey en los casos donde existio
diferencias significativas (P<0.05); y la prueba de Duncan donde las diferencias

numeéricas lo justificaron.

Para los resultados de GSH, se realizaron pruebas similares a las anteriores. El
programa estadistico utilizado fue el SSPS software, versiéon 10.0.

Los datos de todas las variables estadisticas se expresan como mediat error
estandar; considerando, para la significancia un nivel de probabilidad menor a
0.05. Las gréficas se construyeron con el paquete estadistico SIGMA-PLOT

version 11.0*%%,
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Fase de Campo

En este estudio se probaron dietas enriquecidas con dos antioxidantes en
diferentes combinaciones, con la idea de observar el efecto generado sobre el
comportamiento productivo de pollos de engorda con alta predisposicion a
desarrollar SA; asi como también, para valorar el efecto sobre los niveles de GSH,
un importante indicador de EO.

Al considerar las observaciones de otros estudios previos en cuanto a los
factores relacionados con el desarrollo de esta enfermedad, se decidi6 incluir, en
el experimento, como ya se menciono, dietas con alta densidad energética; (3100
Kcal en la etapa de iniciacion y 3200 Kcal para la etapa de finalizacion), a una
linea de pollos genéticamente disefiada para la engorda, y afiadir en la crianza el
factor fisico ambiental de una altura sobre el nivel del mar, suficientemente

elevada; esto es 2250 m.s.n.m.

Parametros Productivos
A continuacién se indican los resultados obtenidos de la prueba bioldgica, en los
parametros productivos para las diferentes etapas; iniciacion (0-21 dias),

finalizacion (22-49 dias) y ciclo completo (0-49 dias).

Ganancia de peso

Tal como se aprecia en la Figura 7, para la etapa de iniciacion la variable de
ganancia de peso se observdO con valores similares entre los distintos
tratamientos. Las combinaciones de antioxidantes, y los tratamientos que los
incluyeron individualmente no generaron ganancias de peso mayores con
respecto al tratamiento testigo, situacion que sin bien no sugiere un efecto
benéfico directamente; al menos permite inferir que no provocé un efecto en

detrimento del desarrollo de los animales.
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Figura 7. GDP en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Etapa de iniciacién

Posteriormente, al observar el comportamiento de la misma variable, pero esta
vez en la etapa de finalizacion (ver Figura 8), se pudo observar que los
tratamientos con las diferentes combinaciones de AL y NAC junto con el
tratamiento que incluy6 unicamente NAC y el tratamiento testigo, tuvieron valores
muy similares entre si, en tanto que, el tratamiento que incluyé solamente al AL,
indicd una mayor ganancia de peso con respecto al resto de los tratamientos,

destacando una diferencia de al menos 100 g de peso por pollo.
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Figura 8. GDP en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Etapa de finalizacion
Respecto a esta tendencia numérica, es importante mencionar que aunque no

existio diferencia con significado estadistico; en términos de volumen vy
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productividad considerar este incremento de peso extra, representa una mayor
ganancia econémica, ya sea por la cantidad de gramos obtenidos al final del
ciclo; o bien, por que existe la posibilidad de concluir el ciclo de produccion antes
de los 49 dias.

En la Figura 9 que incluye al ciclo completo, esta diferencia se aprecia mas
claramente:
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Figura 9. GDP en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Ciclo completo

Con respecto al tratamiento testigo la diferencia es de 122.4 g mas., de manera
gue numéricamente la diferencia resulta notoria. Ahora bien, al comparar estos
resultados con los de otros autores como los de Serret y cols.(2002)* que indican
los efectos de la suplementacién del AL en la dieta para pollos de engorda
predispuestos también a desarrollar SA, se tiene que, la dosis de 10 ppm de AL
no genera diferencia en ganancia de peso con respecto al grupo testigo ni a los
tratamientos que incluyeron 20 y 40 ppm; desde el punto de vista estadistico, esto
es un punto de coincidencia para el tratamiento que en este trabajo incluyé solo
AL a razén de 10ppm. Sin embargo, no resultan comparables las tendencias
numeéricas apreciadas para los diferentes trabajos experimentales en el sentido de
que con la misma dosis de AL Serret y cols. (2002) *! reportaron mayor ganancia
de peso en el tratamiento testigo (2367 g) que en el tratamiento con AL (2262 g).

Situacion que ocurrié pero de manera inversa en el presente trabajo: tratamiento
testigo (2989.6 g) y tratamiento con AL (3099 g). Cabe afnadir que las dietas
empleadas por Serret no fueron hipercaléricas lo que nos confirma un desafio

mayor en nuestra prueba experimental y al mismo tiempo indica una posibilidad
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de accion antioxidante efectiva por parte del AL incluido en raciones altas en
energia.

En este contexto, siendo que el AL puede actuar como un antioxidante, y a su
vez como un promotor del crecimiento, tendria la capacidad de generar o
promover la ganancia de peso y mejorar la eficiencia alimenticia mas alla de los
estandares establecidos. Las dosis altas de AL (40 ppm) empleadas en el trabajo
desarrollado por Serret y cols. (2002) *! indicaron un efecto benéfico a nivel de
ganancia de peso (sin diferencia estadistica) y conversion alimenticia; datos que
coincidieron y se corroboraron en las pruebas que bajo condiciones sumamente
similares, realizé Ramirez y cols. (2003)°. Estos resultados respaldan la idea
funcional del promotor del crecimiento, y orientan la idea general de que con los
datos obtenidos en nuestro estudio la dosis de 10ppm de AL, no es suficiente en
su totalidad, para lograr un efecto “adicional” sobre la ganancia de peso que se
aprecie desde el punto de vista estadistico; y que por lo tanto, la dosis minima
requerida para poder observar un efecto en términos de esta variable aparenta
ser de 40 ppm. Sin embargo, como se mencioné anteriormente, desde el punto de
vista matemético y financiero, esta diferencia numeérica en términos reales sugiere
reconsiderar la dosificacion y la posibilidad que esta representa.

Por otro lado, es posible sugerir que bajo las condiciones creadas y seleccionadas
para generar en los pollos en experimentacion, las diferentes formas de estrés, la
dosis de AL (10 ppm) posiblemente permitié superar estos desafios, mientras que
el potencial genético se expresd dentro de rangos de produccion esperados y
normales.

En cuanto a los tratamientos que incluyeron AL y NAC en sus diferentes
combinaciones, cabe precisar que fueron planteados también, con la idea de
obtener resultados similares a los obtenidos con 40 ppm por lo tanto se esperaba
gue alguna de las combinaciones mejoraran la ganancia de peso y la conversion
alimenticia en la tendencia en la que ya se habian observado en estudios previos
(Ramirez, 2003°; Serret, 2002°'); sin embargo, lo que se observé es que ninguna
de las combinaciones de NAC mejor0 estos parametros.

Con relacién a estos hallazgos, puede citarse entre los estudios de Valdivia y
cols. (2001) %2, una prueba donde el objetivo era asegurarse de que la NAC no
resultara toxica para las aves, y por lo tanto no hubiera disminucion en el

consumo de alimento, ni efectos negativos sobre la ganancia de peso y otros
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parametros relacionados. Las dosis empleadas fueron de 400 y 800 mg/kg de
peso vivo, incluidas en el alimento durante siete dias. Los datos reportados para
peso, ganancia de peso e indice de conversion alimenticia fueron muy similares
entre los tratamientos tratados y el tratamiento testigo, los cuales no indicaron
diferencias estadisticas. Situacién que coincide con los resultados de este trabajo
para las dosis de 400 y 800 mg/kg pv al no reflejar entre las diferentes variables
efectos de toxicidad.

Adicionalmente, Valdivia y cols. (2001) % alimentaron a pollos con aflatoxinas;
con NAC (800 mg/kg pv), y; con la mezcla de los dos; encontrando que la
disminucién en la ganancia de peso de los pollos alimentados solo con
aflatoxinas, se compensaba con la adicion de NAC. Sin embargo la dieta que
incluia solo NAC no mostro diferencias con respecto a la dieta testigo.

Esto sugiere que la NAC, ni en sus dosis maximas reportadas, actia por si sola
como un promotor de crecimiento; pero que si pude en cambio, atenuar los
efectos generados por factores negativos que pudieran reflejarse sobre
parametros productivos, situacion que se piensa pudo haber ocurrido en este

trabajo.

Consumo de alimento

Respecto a la variable de consumo de alimento se aprecié un comportamiento
uniforme tanto en la etapa de iniciacibn como en la de finalizacién (ver Figuras 10
y 11).
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Entre las observaciones que indicaron diferencias numéricas, destaco las del
tratamiento que incluyd Unicamente NAC a razén de 800 mg/kg, al parecer los
pollos consumieron menor cantidad de alimento, probablemente debido a una
mayor proporcion de hembras que de machos. No obstante, el resultado se puede
relacionar con la ganancia de peso para el mismo tratamiento, que en virtud de
ser la mas baja de los tratamientos, pudiera relacionarse positivamente en
relacion con el 100% de viabilidad o el 0% de mortalidad debida al SA.

En general la Figura 12, que muestra el ciclo completo para esta variable, no

indica mayores diferencias a las mencionadas anteriormente:

7000 A

6000 A

5000 o

4000

3000

Consumo de alimento (g)

2000 o

1000 4

i

Testigo AL NAC AL+NAC AL+NAC AL+NAC
10 mg/kg 800 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg 800 mg/kg

Figura 12. CDA en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Ciclo completo

Conversion alimenticia

Los datos observados para esta variable resultaron dentro de los rangos
mencionados para la estirpe genética. En ninguna de las tres etapas se indicd un
valor fuera del promedio general. Se indican a continuacién las Figuras 13 y 14

respectivamente:
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Figuras 13y 14. CA en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Etapas de iniciacién y

finalizacion

En general y a diferencia de otros estudios con AL ya citados, la CA indic6 valores

uniformes. No se aprecio el efecto de los antioxidantes como promotor de

crecimiento en el sentido de beneficiar a esta variable. Véase Figura 15 relativa al

ciclo completo:
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Figura 15. CA en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Ciclo completo
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Mortalidad General

Los datos observados para esta variable, indicaron diferencias aunque no de tipo
estadistico notorias desde el punto de vista numérico.

En la etapa de iniciacion (ver Figura 16) se pudo apreciar mayores porcentajes de
MtGral en los tratamientos testigo (1.6%) y el que incluy6 la combinacion de
200mg/kg de NAC con 10 mg/kg de AL (2.2%). Seguidos por el tratamiento que
incluyé la combinacién de los antioxidantes en la dosis mayor de NAC (800mg/kg)
y 10 mg/kg de AL (1.08%), que resultdé ser mayor al resto de los tratamientos que
al ser iguales entre ellos resultaron ser también las cifras mas bajas. Estos son: el
tratamiento con AL (0.5%), el tratamiento con NAC (0.5%) vy el tratamiento con la
combinacion de 400 mg/kg de NAC y 10 mg/kg de AL (0.5%).

neral (%)

Mortalidad ge

S == | VTA%

Testigo AL NAC AL+NAC AL+NAC AL+NAC
10 mg/kg 800 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg 800 mg/kg

Figura 16. Mt Gral. en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Etapa de iniciacion

Al parecer los mayores porcentajes de mortalidad se obtuvieron en los
tratamientos que no incluyeron antioxidantes y el que incluyé la combinacion en la
dosis mas baja. Cabe sefalar que en general la mortalidad se debié a problemas
de saco vitelino y onfalitis en los primeros dias de edad de los pollos; asi como a
situaciones de asfixia por confinamiento.

Respecto a las etapas de finalizacion y también de ciclo completo (ver Figuras
17 y 18), se observé un aumento en los porcentajes de MtGral para todos los
tratamientos, siendo ahora el tratamiento con AL el que indicé el mayor
porcentaje de mortalidad (6.7%), seguido por el tratamiento que incluyd la
combinacion de AL con NAC en su dosis maxima (5.02%). El resto de los
tratamientos se observaron en niveles parecidos a excepcién del Tx.4 que incluy6
las dosis menor de NAC en combinacion con AL, y del Tx.1 que duplicé también

el porcentaje de mortalidad.
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Figuras 17 y 18. Mt Gral en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Etapas de

finalizacién y ciclo completo

Respecto a esta variable y a la comparacion con lo obtenido en otros trabajos de
investigacién como el de Serret y cols. (2002)*! se encontré que estos datos no
coinciden con los que el autor reporta para el tratamiento con 10 ppm de AL,
donde se aprecia una disminucién de la mortalidad con respecto al tratamiento
testigo con diferencia estadistica. Por otro lado, los datos que Ramirez y cols.
(2003)° exponen en su trabajo experimental no muestran para esta variable,

diferencias significativas.

Mortalidad por SA

Para la etapa de iniciacion (Figura 19), la mortalidad debida al sindrome ascitico
solo se observo en el tratamiento que incluyo la dosis menor de NAC (200 mg/Kg)
en combinacion con AL (10 mg/Kg).

Cabe destacar en que en esta etapa el sindrome ascitico es menos comun que se
manifieste. Como se indic6 en la revision, a partir de la tercera semana de edad
es notable el aumento en la incidencia debida al SA, manifestando mayores

niveles a partir de la quinta semana de edad.
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Figura 19. Mt SA en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Etapa de iniciacion

Tal como se aprecia en laFigura 20, los casos de SA en la etapa de finalizacion se
hicieron presentes en mayor proporcion en los tratamientos testigo (3.8%), y
curiosamente en el que incluyé solamente AL (3.6%) estos valores fueron muy
parecidos entre ellos, pero resultaron mayores al tratamiento que incluy6 la
combinacion de NAC (800 mg/Kg) con AL (10mg/Kg) (2.52%). En tanto que los
tratamientos con la dosis menor y media de NAC en combinacion con el AL
indicaron valores medios y a su vez mayores al Unico tratamiento que indic6 un
0% de mortalidad debida a este sindrome. Esta variable resulté tener diferencias
de tipo estadistico para la prueba de Duncan (P<0.05) donde el tratamiento con
800 mg/kg de NAC resulté menor y diferente estadisticamente respecto al
tratamiento control, y al resto de los tratamientos que al ser similares entre ellos,

resultaron mayores al Tx.3 pero menores al Tx.1.
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Testigo

Figura 20. Mt SA en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Etapa de Finalizacion
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En cuanto a la MtSA en el ciclo completo (Figura 21), se registraron los
porcentajes mayores en los tratamientos testigo y con AL (3.77 y 3.58%),
seguidos por el Tx.6 que incluy6 la dosis mas alta de NAC (2.52%), que a su vez,
resulté ser mayor a los tratamientos 5 y 4 que incluyeron las dosis media y baja
de NAC (1.86 y 1.80%) y que al ser similares entre ellos, se distinguieron por
tener valores mas bajos. Sin embargo, el T3 que incluyé solo la dosis de NAC a
razon de 800 mg/Kg, destacé en el sentido de que la mortalidad registrada debida
al SA fue nula, de hecho ante la prueba de comparaciones multiples de Duncan,
si resultd ser estadisticamente diferente con respecto al tratamiento testigo

(p<0.05), y ante el resto de los tratamientos.

14 o
12 o

10 -

6 a ab ab ab

2 B

Testigo AL NAC AL+NAC AL+NAC AL+NAC
10 mg/kg 800 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg 800 mg/kg

Mortalidad por SA (%)

7

Figura 21. MtSA en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Ciclo completo

En cuanto a la discusion referente a éste parametro, se encontrg, que a diferencia
de los datos obtenidos por Serret y cols. (2002) 3, en el tratamiento que incluyé
solo AL, no se obtuvieron valores menores de mortalidad con respecto al
tratamiento testigo, sino en cambio, muy similares a este. El resto de los
tratamientos permanecieron con valores bajos, destacando que el tratamiento que
solo incluyé NAC no tuvo mortalidad registrada debida a este sindrome; y que los
registros menores inmediatos correspondieron a la combinacion de la dosis baja
de NAC con AL. Datos que tal vez se pudieran explicar con el aumento en los
valores de GSH, con la mejora del estatus redox de las parejas antioxidantes, o
con la disminucién del EO por efecto directo de los antioxidantes incluidos en la
dieta.
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Fase de laboratorio

Niveles de GSH como indicador de EO

Los resultados obtenidos durante las siete semanas de experimentacion,
permitieron analizar los datos cada semana haciendo comparacién entre
tratamientos; asi como también; observar a cada tratamiento a lo largo de las
siete semanas.

De modo que, tal como se indica en los resultados expuestos, las diferencias
observadas entre tratamientos (P<0.05) se apreciaron en la primera, segunda y

séptima semanas. En este orden, se observo que:

GSH. Semana 1

En la semana 1, se observo (ver Figura 22) una diferencia estadistica significativa
(P<0.05) para los tratamientos testigo (Tx.1) y el que incluy6é solo AL (Tx.2), los
valores fueron de 3.33 y 3.39 umolas/g respectivamente; y como se observa
resultaron ser similares entre ellos, y mayores al los niveles de GSH del resto de
los tratamientos; el tratamiento con NAC (Tx.3) cuyo valor promedio se observo
en 2.99 umolas/g; el tratamiento con la dosis mayor de NAC (Tx.6) con 2.69
umolas/g y los tratamientos con la dosis menor y media de NAC (Tx.4) y (Tx.5)
cuyos valores resultaron diferentes entre ellos, y menores al resto de los

tratamientos 2.47umolas/g; 1.90umolas/ g.

ab ab

Hmolas de GSH/ g de tejido himedo

_\\\\\\4 -

Testigo AL NAC AL+NAC AL+NAC AL+NAC
10 mg/kg 800 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg 800 mg/kg

Figura 22. Valores de GSH hepatico en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Semana 1

Estas diferencias que no fueron las esperadas, para los tratamientos con mayor
cantidad de antioxidantes en la dieta, pudieran explicarse por la posibilidad de

haber existido en la muestra seleccionada, mayor proporcion de hembras que
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machos. Puesto que la poblacién de pollos fue mixta, y la seleccién para toma de
muestra completamente aleatoria, pudiera caber esta posibilidad.

GSH. Semana 2

En la semana 2, que se indica en la Figura 23, también se observo diferencia
estadistica significativa (P<0.05) en los Tx.5 y Tx.6 (3.83 y 3.77 umolas/g) con
mayores niveles de GSH, al compararlos con los Tx.3, Tx.2 y Tx.4 (3.57, 3.25,
3.15 umolas/g) que al ser similares entre ellos resultaron tener mayores niveles

que el Tx.1 (2.79 umolas/g).

Lo N Z
S Z

10 mg/kg 800 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg 800 mg/kg

Figura 23. Valores de GSH hepético en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Semana 2

Estos resultados indican que por ejemplo los tratamientos que manejan las
mayores dosis de NAC en combinacion con el AL (Tx.5 y Tx.6) tienen valores de
GSH muy similares entre ellos; lo que sugiere para fines préacticos, el uso del Tx.5
gue lleva la dosis media de NAC, y que genera en este caso los mismos
resultados.

GSH. Semana 3

En la semana 3 (ver Figura 24) no se observaron diferencias entre los
tratamientos (P>0.05). Sin embargo la tendencia numérica sefalé valores
ligeramente mayores de GSH en los Tx.4, Tx.2 y Tx.5 (3.49, 3.12 y 3.05
umolas/g). En el mismo orden decreciente se observo que los Tx.3, Tx.1y Tx.6

tuvieron valores menores (2.99, 2.87 y 2.81 umolas/qg).
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Figura 24. Valores de GSH hepatico en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Semana 3

GSH. Semana 4

Para la semana 4 que se indica en la Figura 25, no se registraron valores cuya
diferencia fuera estadisticamente significativa (P>0.05). Numéricamente el Tx.2
(3.59umolas/g) mostré tener niveles mayores de GSH respecto al Tx.5, Tx.3 y
Tx.4 (3.02, 2.95, 2.85 umolas/g), mientras que los Tx.6 y Tx.1 mostraron niveles

muy similares entre ellos y ligeramente menores (2.45 y 2.39 umolas/qg).

umolas de GHS/g de tejido himedo

_/////////////////4

.\\\\\\\\\\\a

Testigo AL NAC AL+NAC AL+NAC AL+NAC
10 mg/kg 800 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg 800 mg/kg

Figura 25. Valores de GSH hepatico en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Semana 4

GSH. Semana 5

En la semana 5 (ver Figura 26) no se encontraron diferencias entre tratamientos
(P>0.05). Los valores promedio de los tratamientos mostraron un valor maximo
para el Tx.5 (4.5 umolas/g) donde los datos tuvieron una alta dispersion.

Numéricamente los Tx.4, Tx.6 y Tx.3 mostraron niveles de GSH aparentemente
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menores, (3.49, 3.34 y 3.34 umolas/g) y mayores ligeramente a los Tx.2 y Tx.1
(2.96 y 2.91umolas/qg).

LTI

umolas de GHS/g de tejido himedo

.

Testigo AL NAC AL+NAC AL+NAC AL+NAC
10 mg/kg 800 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg 800 mg/kg

Figura 26. Valores de GSH hepético en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Semana 5

GSH. Semana 6

En la Figura 27 se indican los valores de GSH observados para la semana 6; los
resultados fueron similares entre ellos (P>0.05). Siendo los Tx.1, Tx.2 y Tx.4 los
de valores semejantes (2.59, 3.09 y 3.22 umolas/g); mientras que los Tx.6, Tx.5y

Tx.3 coincidieron con valores cercanos entre ellos (3.46, 3.49 y 3.53 umolas/g).

L B 2 B
Testigo AL NAC AL+NAC AL+NAC AL+NAC

Figura 27. Valores de GSH hepético en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Semana 6

GSH. Semana 7

En la semana 7 (ver Figura 28) se observé diferencia con significado estadistico
entre tratamientos (P<0.05), donde el Tx.3 (2.27 umolas/g) resulto con los valores
menores con respecto al resto de los tratamientos. Los Tx.2, Tx.1 y Tx.4 indicaron
valores similares entre ellos ( 2.85, 2.99 y 3.33 umolas/g) pero menores a los Tx.5

y Tx.6 (3.71y 3.79 umolas/g) que mostraron los valores maximos.
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Testigo AL NAC AL+NAC AL+NAC AL+NAC
10 mg/kg 800 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg 800 mg/kg

Figura 28. Valores de GSH hepatico en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Semana 7

Con relacion a estos resultados, se aprecia que el incremento en los valores de
GSH en los tratamientos con dosis media y alta de NAC en combinacién con el AL
con respecto al tratamiento testigo y al resto fue muy similar al observado en la
segunda semana, por lo que se puede decir que la tendencia se conservo en el
final de la crianza, lo que sugiere que si bien no hubo reflejo directo sobre
pardmetros productivos como la ganancia de peso y la conversion alimenticia, si
existe la coincidencia en cuanto a los valores de mortalidad por SA para estos
tratamientos, cuyos porcentajes resultan entre los mas bajos de los registrados en

este experimento.

Niveles de GSH hepatico a través del tiempo

Las graficas anteriores indicaron las diferencias en los niveles de GSH entre los
distintos tratamientos. Ahora en este apartado nos enfocaremos en describir los
valores de GSH por tratamiento pero a través del tiempo.

Para efectos de lograr una visidbn mas clara se presenta a continuacion la Figura
29, donde se comparan los primeros tres tratamientos, el testigo, y los
tratamientos que incluyen por separado a cada antioxidante, el de AL y el de
NAC.
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Figura 29. Valores de GSH hepatico en pollos de engorda alimentados con AL y NAC. Comparacion

entre tratamientos 1,2y 3

Como se puede apreciar los niveles de GSH en el grupo testigo son menores
comparativamente con los niveles del tratamiento que incluyé solo AL (Tx.2), al
parecer el tratamiento con NAC (Tx.3) indica que hay por lo menos hasta la sexta
semana niveles mas elevados de GSH con respecto al resto de los tratamientos.
En general para este tratamiento se observa que los niveles de GSH tienden a
incrementarse con el tiempo. Lo que no resulta asi, para los tratamientos testigo y
Tx.2 que indican valores de GSH muy cercanos entre ellos y con fluctuaciones
parecidas.

En la segunda grafica (ver Figura 30) se muestra al resto de los tratamientos que
incluyeron la mezcla de antioxidantes en sus diferentes combinaciones, mas el
tratamiento testigo, que para efectos de comparacion se indica en el mismo color

gue se indico en la grafica anterior.
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Figura 30. Valores de GSH hepatico en pollos de engorda alimentados con AL y NAC.

Comparacion entre tratamientos 1, 4,5y 6

En este caso lo que se puede apreciar es que al comparar el tratamiento testigo
contra los tres tratamientos que incluyen las combinaciones de los dos
antioxidantes a diferentes dosis, es que hay un incremento en los niveles de GSH
mayor que en el tratamiento testigo. Mientras que los tratamientos que incluyen la
combinacion de 200mg/kg y 800 mg/kg de NAC con 10 mg/Kg de AL se
comportan de manera parecida a través de las siete semanas; el tratamiento con
la dosis media, 400 mg/Kg de NAC parece tener un efecto positivo sobre el
incremento de los niveles de GSH al menos las primeras cinco semanas.

Cabe sefalar que no se encontraron diferencias (P>0.05); a excepcion del
tratamiento con dosis media de NAC (Tx.5), que indicé diferencias entre la
semana 5 y la semana 1; sin embargo; este resultado debe tomarse con reserva,
puesto que la variabilidad para el Tx.5 como se aprecia en la tabla de resultados y

se observa en la figura correspondiente, fue muy elevada.
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En general, se puede decir que la intencién de este andlisis era poder apreciar si
es que lo habia, un aumento en los niveles de GSH a través del tiempo, en
respuesta de un consumo constante de antioxidantes clave en la dieta. A pesar de
gue no hubo evidencia estadistica que apoye lo anterior, se observo, que en los
T.4, Tx5. y Tx.6 que incluyen las diferentes combinaciones de NAC y AL, tuvieron
mayores niveles de GSH en las Ultimas semanas con respecto a la primer
semana. Sin embargo, conviene reforzar estos datos con un mayor niamero de
réplicas en experimentos posteriores.

Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con los trabajos de otros
autores se encontré que:

Serret y cols. (2002)*! determiné valores de glutation total (GSHT) en el higado de
pollos tratados con AL; Yy lo que se aprecido en primer orden, fueron niveles
menores de GSHT con respecto a los niveles de GSH que se reportaron en este
trabajo; y aunque no es lo mismo GSH que GSHT; la comparacion deriva del
supuesto de que del GSHT hallado a nivel celular, el GSH representa el 99%,
mientras que el porcentaje restante corresponde, al glutation oxidado mas la
porcién de glutation unido a proteinas’®; por lo tanto se esperarian valores
similares. Sin embargo, hay que sefialar que se trata de técnicas distintas, asi
como de lineas genéticas diferentes de pollo, y condiciones de crianza que no
fueron en su totalidad iguales ya que por ejemplo, el contenido calorico de las
dietas empleadas fue mayor; y el clima en el medio ambiente fue mucho menos
frio al esperado.

Un punto de coincidencia con el trabajo de Serret y cols. (2002) 3! es que los
valores de GSHT asi como los de GSH en este trabajo, aumentaron con las dietas
que tuvieron mayor cantidad de antioxidantes. Notando que en ambos
experimentos existieron uno o mas factores que representaron un desafio de por
medio.

Con relacién a este punto, Valdivia y cols. (2001)%, mostraron en la prueba donde
manejaron dietas con aflatoxinas, con NAC, y con la combinacion de ambas; que
no habia un aumento en los niveles de GSH para la dieta que Unicamente incluyo
NAC en comparacion a la dieta testigo. Estos datos se apoyan por los de Boebel y
cols. (1983) '#?, quienes sugieren que un aporte de cisteina en la dieta que exceda
los niveles requeridos para el maximo crecimiento del pollo de engorda esta fuera

de valor para incrementar los niveles de GSH, y que por lo tanto no aporta
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ninguna ventaja metabdlica con respecto a las funciones protectoras, de
transporte, coenzimaticas o de sintesis de proteinas, a menos que exista una
condicién adversa. Y al respecto, los resultados de este trabajo para el Tx.3
donde se incluy6 unicamente a la NAC en la misma dosis empleada por Valdivia
y cols. (2001)%; pero en condiciones donde hay alta predisposicién a desarrollar
SA; indicaron al menos para cinco semanas, valores de GSH ligeramente
mayores a los valores registrados para el grupo testigo. Ahora, el hecho de que la
mortalidad en este tratamiento fue nula, sugiere que la NAC ademas de inducir la
sintesis de GSH que se aprecia numéricamente en valores mas grandes; pudo
haber contrarrestado “por si sola” el medio oxidante presente en el cuadro de SA.
En este caso ademas, los factores desafiantes como la altura y las dietas
hipercaloricas, si estuvieron presentes; a diferencia de la prueba de Valdivia y
cols.(2001)%? donde la dieta, incluia solo NAC pero no aflatoxinas.

En cuanto al hecho de que los tratamientos con las combinaciones de NAC y AL
si mostraron un aumento estadistico en los niveles de GSH con respecto al resto
de los tratamientos (P<0.05); sugiere la posibilidad de un efecto en la combinacion
de estos antioxidantes, que reflej6 por un lado, menores porcentajes de

mortalidad y por el otro; incremento en los niveles de GSH.

Cabe recordar, que la NAC como se menciono en la parte inicial de este trabajo,
se incluy6 en la combinacion, con la justificacién de que actuaria como precursor
de la sintesis de GSH; mientras que el AL lo haria regenerando al GSH y a otros
antioxidantes; sin embargo, no es posible saber a que nivel actuaron; si
ejerciendo su accién antioxidante “per se”, de manera que el AL pudo haber sido
utilizado para secuestrar o reducir a especies reactivas directamente, mientras

gue la mayor proporcion de la NAC se destinaria para la sintesis GSH.

Por otro lado, tampoco es posible saber, si efectivamente la NAC y el AL
provocaron un cambio en el balance redox del glutation, favoreciendo al glutation
reducido, en vez de causar una sintesis directa sobre este tripéptido. Por lo que
se sugieren pruebas donde se incluyan tanto al GSH como al GSHT y GSSG.

En contraste, y a reserva de encontrar mas trabajos que confirmen lo descrito; los

123

trabajos de Cotgreave, et al (1997) ~°°, reportan que el uso de NAC in vivo no

ejercio el efecto antioxidante esperado, debido presumiblemente a una baja
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solubilidad en los lipidos presentes en la célula y en consecuencia a una pobre
distribucion tisular. Este punto se explica al observar que el grupo carboxilo de la
NAC, estd negativamente cargado a pH fisiol6gico, lo que limita su habilidad para

cruzar las membranas celulares?*.

Entre la variedad de agentes desarrollados recientemente con propiedades
farmacocinéticas mejoradas, se encuentra el y-glutamil-cisteinil-etil ester (AD4)
que tiene a diferencia de la NAC, el grupo carboxilo neutralizado, por lo tanto, es
mas lipofilico y puede atravesar las membranas mas facilmente. Se ha
demostrado que el AD4 es eficaz en atravesar la barrera hematoencefalica y
restablecer rapidamente los niveles de GSH. La esterificacion carboxilo hace que
este dipéptido sea mas lipofilico, lo que permite una notable actividad biol6gica

asi como excelente distribucién tisular'?*.

Finalmente, vale la pena mencionar, que los valores de GSH reportados en este
trabajo experimental, se encuentran dentro del rango de referencia citado en la
literatura internacional, donde los valores se ubican entre 2.2-4.2 umol/g; niveles
gue ademds; resultaron mucho menores a los reportados en otras especies de
mamiferos, como las ratas (5.5-7.2 pmol/g) y los conejos (7.4-8 umol/g)3* 61125126,
Estas diferencias observadas, resultan ser, entre un 25 a un 50 % menores a
los valores reportados en las especies indicadas. En este respecto Enkvetchakul y

127 explica que, dado que los pollos han sido ampliamente

cols. (afio)
seleccionados para un rapido crecimiento, los niveles bajos de GSH responden
por un lado, a un incremento en la demanda para ser empleado durante el
crecimiento corporal y la sintesis de plumas; y por el otro; a la gran actividad que
la hormona tiroidea presenta, para estimular un adecuado eflujo sinusoidal a nivel

hepético'?’.

Dado los resultados alentadores que se encontraron en este trabajo; en cuanto al
incremento en los niveles de GSH a nivel hepatico, junto con los niveles de
mortalidad que resultaron ser bajos o nulos para ciertos tratamientos, se sugieren

estudios posteriores que incluyan un mayor numero de réplicas.
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IX. CONCLUSION

De los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales empleadas se

puede inferir:

e Existi6 una tendencia numérica para la variable de ganancia de peso a
aumentar en 122 g para el tratamiento que incluyé solo AL a razén de 10

mg/kg de alimento; sin embargo no hubo diferencia estadistica.

e Es probable que la inclusién de los antioxidantes de manera individual y en
sus diferentes combinaciones favorezca un ambiente donde se disminuye
el estado de estrés oxidativo provocado experimentalmente en este trabajo,
y por lo tanto los efectos negativos se controlaron permitiendo que el pollo

expresara su potencial genético dentro de los indices esperados.

e Las diferentes dosis de NAC empleadas en combinacién con el AL, no
indicaron efectos de toxicidad reflejados con disminucion en el consumo de

alimento, ganancia de peso ni mortalidad general.

e La combinacién de NAC con AL, en sus dosis media y alta; favorecen el

aumento de los niveles de GSH.
e Se sugiere que la combinacion de antioxidantes mas conveniente es la del
Tx.5 (400mg/kg) pues ademas de incrementar los niveles de GSH, también

coincide con bajos niveles de mortalidad debidos al Sindrome Ascitico.

e Para estudios posteriores se sugieren mayor niumero de animales y de

réplicas.
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Cuadro 8. Composicién porcentual y aportes nutricionales de las dietas
experimentales empleadas para pollo de engorda (kg) en las etapas de
iniciacién y finalizaciéon

SORGO 522.28 559.8
PASTA DE SOYA 382.75 341.02
ACEITE DE VEGETAL 50.56 59.52
CaCOs 13.67 13.086
ORTOFOSFATO 18.73 11.62
SAL 4.19 3.7
DL METIONINA 2.85 2.12
MINERALES * 1 1
VITAMINAS * 1 1
CLORURO DE COLINA 60% 1 0.8
L-LISINA HCI 0.983 0.002
COCCIDIOSTATO 0.5 0.5
BACITRACINA 0.3 0.5
ANTIOXIDANTE 0.15 0.1
AVELUT POLVO 15 0 54

* Vitaminas y minerales por kg: Vitamina A (4,000 MUI), Vitamina D3 (1,1000 MUI), Vitamina E (4,000
MUI), Vitamina K (0.99g), Vitamina B1 (0.5g),Vitamina B2 (2.0 gr), Vitamina B6 (0.5g), Vitamina B12
(4.0mg), Acido Félico (0.2g), Biotina (20.0 mg), Acido pantoténico (6.0 g), Niacina (0.9g), Hierro
(110g9), Zinc (50g), Manganeso (110g), Cobre (12g), Yodo (0.30g), Selenio (100mg), Cobalto (0.20g),
Antioxidante (10.09).

Cuadro 9. Analisis de nutrientes calculado de las dietas experimentales
para las etapas de iniciacién y finalizacion

EM Kcal/Kg 3100 3200
Proteina Cruda % 22 20
Calcio Total % 1 1
Fos.disponible % 0.5 0.35
Lisina % 1.2 1
Metionina+Cistina % 0.9 0.8
Metionina 0.565 0.496
Treonina % 0.849 0.745
Triptofano % 0.3 0.1267
Sodio (%0) 0.182 0.162
Cloro (%) 0.343 0.293
Arginina (¢) 1.436 ===
Colina mg/kg 1924 ———-
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Cuadro10. Resumen de Parametros Productivos en pollos alimentados

con &cido lipoico y N-acetil-cisteina

Etapas de Iniciacion, Finalizacion y Ciclo Completo

Ganancia de peso INICIACION FINALIZACION |CICLO COMPLETO
(0-21 dias) (22-49 dias) (0-49 dias)

& al
Tratamiento 1 671.2°+ 13.81 2318.2+ 36.45 2989.6°+ 41.51
Tratamiento 2 11.28 35.83 43.89

a a a
Tratamiento 3 670.0°+ 2.7 2307 ° + 56.85 2977° + 56.15
Tratamiento 4 16.92 47.33 41.34

a a a
Tratamiento 5 686.6°+ | 10.07 2297.4° + 44 2984.2° + 51.95
Tratamiento 6 9.31 25.3 34.07
Consumo de alimento

939.8%+ 10.23 4697%+ 57.93 5636.6%+ 62.88

Tratamiento 1

Tratamiento 2 18.44 51.27 53.02
a a a
Tratamiento 3 938.8°+ 10.22 4562.4°+ | 85.01 5501.2° + 82.44
Tratamiento 4 15.14 77.18 82.37
a a a
Tratamiento 5 958.6%+ | 16.80 | 4618.4%+ 5576.82+ | 95.3
Tratamiento 6 16.23 35.38 30.18
Conversion alimenticia
a a a
Tratamiento 1 1.4°+ 0.08 2.03°+ 0.04 1.88°+ 0.03
Tratamiento 2 0.08 0.02 0.02
a a a
Tratamiento 3 0.067 0.018
Tratamiento 4 0.034 0.02
a a a
Tratamiento 5 0.019 0.01
Tratamiento 6 m 0.027 0.02
Mortalidad general
16+ [ 217 3.8%+ 3.18 5.41%+ 4.8

Tratamiento 1
Tratamiento 2
Tratamiento 3

Tratamiento 4

Tratamiento 5

Tratamiento 6

111 5.97

208 289

216 423

Mortalidad por SA

Tratamiento 1
Tratamiento 2
Tratamiento 3
Tratamiento 4
Tratamiento 5
Tratamiento 6
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Cuadro 11. Resumen de los niveles de glutation reducido (GSH) en dietas enriquecidas con &cido lipoico y

Tratamiento 1
Tratamiento 2
Tratamiento 3
Tratamiento 4
Tratamiento 5
Tratamiento 6

Cuadro 12. Resumen de los niveles de glutation reducido (GSH) en dietas enriquecidas con acido lipoico y

N-acetil-cisteina. Comparacion entre tratamientos para cada semana

Semana 2 + EE

2.79° 0.22
033 | 3.24® 028
018 | 3.58% 0.2
032 | 3.15® 0009
0.25 3.83" 0.13
0.26 3.77° 0.19

Semana 4 + EE

2.39° 0.26
3.59% 0.46
2.95% 0.3

2.85° 0.15
3.03° 0.48
2.45° 0.19

Semana 6 + EE

2.60° 0.27
3.10° 0.36
3.54° 0.59
3.22° 0.57
3.49° 0.29
3.47° 0.5

N-acetil-cisteina. Comparacion entre semanas para cada tratamiento

Semana/Txs
Semana 1 333 o2
Semana 2 2.79% 0.22
Semana 3 2.88% 0.22
Semana 4 2.39° 0.26
Semana 5 2.92% 0.26
Semana 6 2.60° 0.27
Semana 7 2.99% 0.34

Tx.2+ EE
0.33 2.99% 0.18
0.28 3.58% 0.2
0.01 2.99% 0.15
0.46 2.95° 0.3
0.36 3.23% 0.25
0.36 3.54% 0.59
0.19 2.28° 0.15

Tx.4+ EE
0.32 1.9% 0.25
0.009 3.83% 0.13
0.14 3.06° 014
0.15 3.03° o048
0.23 4.56" 11
0.57 3.49% 0.29
0.009 3.71*° 033

Tx.6+ EE

0.26
0.19
0.27
0.19
0.39
0.5
0.54
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