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RESUMEN

"LOPEZ CARMONA MIRIAM. Determinacién de los miveles de
glutatién sanguineo de gallinas de postura alimentadas con diferentes
fuentes de pigmentos. (Bajo la direccion de Msc.MVZ. Ahma E. Rocha H,,
MSc.MVZ. Emesto Avila G., Dra. Martha Zentella de P., MVZ. J. Mauro
Arrieta A.).

El uso de pigmentos en 1 alimentacion de las aves reviste gran importancia; sin embango,
se desconoce s estos, pueden modificar los niveles de ghtation total en sangre. E objetivo de
este estudio, fie e de cuantificar la reserva de ghtation total en sangre die gallinas de postura, en
anyo alimento se afadieron piginentos, para formar cinco diferentes tratamientos, los auales
consistieron en: sin pigmentos (tratamiento 1); xantofitas anarillas naturales (tratamicnto 2),
xantofilas amarillas v rojas naturales (tratamiento 3), xantofilas amarillas natwrakes y xantofilas
Tojas sintéticas (tratamiento 4) y xantofilas amarillas natrales y sudanes (fratamiento 5).
Durante cada wna de las 8 semanas que duro este experimento, se realizo d registro de los
parametros productivos de las gallinas, en los cuales no se encontraron diferencias significativas
(P>0.05) entre tratamicntos. En fa evaluacian del color de 1a yerma de huevo von ¢l abanico
oolonmétrico de Roche, se notd un aumento en la coloracion de la yemas de huo de las
gallinas a las que se Jes adiciond pigmentos amanillos y rojos en el alimento, encontrando
valores en fa escala de Roche, de | para el tratamiento 1 de 3.8, para el tratamiento 2; para los
tratamientos 3 y 4, 104 y 10.7 respectivamente, y 139 para el tratamiento 5. La medicion con
wn colorfimetro de reflectancia, en cuanto a brillantez, intensidad de rojo e intensidad de amanilio,
indicaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05), existiendo efectos a la adicion de
los pigmentos amarillos y rojos en estas variables, En cuanto a los niveles de ghutation total
sanguineo evaluados en las gallinas, se obsarvo que Jos pigmentos modifican b reservas de
ghittidn total sanguineo. Fn la pritera semana de experimentacion se encontraron diftxencias
estadisticanente significativas (P<0.05) de los tratamientos 2, 3, 4 y 5 ocon respecto al
trataviento | (testipo). El ghutation en sangre por cromatografia de liquidos de alta precision
(HPLC) y por o método de Akerboom, no mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos en cuato a los niveles de ghitation reducido y glutation total respectivamente, sin
embargo, el método utilizado para e HPLC, ammojo datos importantes en cuanto ¢l ghutation
axidado, donde s encontrd un valor mis bajo para el tratamiento 5, que ichuy6 sudanes y los
mis altos para los tratamientos 4 y 1 respectivamente (P<0.05); lo que sugiere, que la mayor
parte de K sudanes son eliminados por 1 yama de huevo y uma parte de sudanes son
eliminados por {a gallina a través de Ia conjugacion de ghitation.



DETERMINACION DE LOS NIVELES DE GLUTATION
SANGUINEO DE GALLINAS DE POSTURA ALIMENTADAS CON
DIFERENTES FUENTES DE PIGMENTOS. '

INTRODUCCION.

Los aditivos alimenticios incluyen un amplio nimero de compuestos que
se agregan al alimento de las aves para mejorar la textura, la fabricacion de
pastillas “pellets;’, evitar la pérdida de nutrientes, formacion de compuestos
toxicos y un aspecto importante, mejorar el peso de las aves, la conversion
alimenticia y la calidad de los productos avicolas (14). Hoy en dia es
practicamente universal el uso de aditivos en las raciones que se suministran a
las aves en las explotaciones comerciales, y son escasas las investigaciones que

evalian los posibles efectos que esto provoca a nivel celular (5).

Dentro del rubro de los aproximadamente 3000 aditivos alimenticios
usados en México, se puede citar a los pigmentantes, los aglutinantes, los
saborizantes, los antioxidantes y los antibidticos, cada uno de ellos con un gran
namero de productos y marcas comerciales (43). En cuanto a los productos
alimenticios que han sido pigmentados, la investigacion sobre la preferencia de
los consumidores ha confirmado que equivocadamente se asocia calidad con
intensidad de pigmentacion asumiendo que una tonalidad naranja en las yemas

de huevo y en la piel de los pollos de engorda es mucho mejor (9, 46, 59).



La coloracion de la yema es, después del color del cascarén y la frescura
del producto, el tercer criterio de calidad mas citado por los consumidores.
Hasta el valor 9-10 de la escala del Abanico colorimétrico Roche, el color.
puede clasificarse como amarillo, mas alla de esta cifra se trata de un color
naranja cada vez mds oscuro (53). La obtencion de una coloracion fuerte
(oscura, por encima de 10 en la escala de Roche) no se puede lograr solo con

pigmentos amarillos y requiere la participacion de pigmentos rojos(5, 14, 53).

Cuando el aporte alimentario de xantofilas amarillas supera las 20 ppm, el
contenido de pigmentos de la yema también aumenta, pero la apreciacion visual
del color amarillo se estabiliza. Para poder superar este inconveniente visual, se
utilizan pequefias cantidades (1 ppm) de pigmentos rojos. Cuando se afiaden
estos pigmentos rojos a dietas con menor cantidad de xantofilas amarillas, que
aseguren una buena coloracion amarilla de fondo (proxima a 9, en la escala del
Abanico colorimétrico de Roche), se puede obtener una coloracion naranja

constante (proxima a 13) en la yema (53).

Los pigmentantes que se adicionan representan del I al 2% del costo del
alimento avicola para gallina en México, y a pesar de esto no se conocen
exactamente los efectos que estos provocan en las aves y su repercusion en el

metabolismo celular del hombre (5, 14, 59).

Los pigmentos que se utilizan en la industria avicola en general provienen
de materias primas, como: la flor de cempasachil, la harina de chile, el maiz
amarillo, el gluten de maiz y Ja harina de alfalfa, principalmente (4, 43,

47).También se utilizan en México, carotenoides sintéticos amarillos y rojos (5,



14), asi como colorantes que no estan permitidos en varios paises por su

posible efecto toxico como los sudanes (5, 14).

Los pigimentos se han clasificado de ta siguiente manera (5, 36, 43, 45):

- LIPOCROMOS:
1. 1. Sudanes
L2 Anilinaé
ILCAROTENOIDES:
11. 1. Carotenoides:
iL.1. 1. B-carotenos
1. 2. Oxicarotenoides:
I1, 2. |, Xantofilas naturales;
1. 2. 1. 1. Luteina
IL 2,12, Zeaxaminé

IL. 2. 1. 3.capxantina

1. 2. 2. Xantofilas sintéticas:
1. 2. 2. 1. Acido B-apo-carotenoico
il. 2. 2. 2. Cantaxantina

I1. 2. 2. 3. Citranaxantina



I. LIPOCROMOS:

Son colorantes de alta especificidad para tedir la grasa corporal a
la cual le proporcionan un color naranja, entre estos, se encucntran los sudanes
que mezclados con ofros colorantes (anilinas, rojo escarlata y ofros), pueden
aumentas ia intensidad del color de la piel del pollo de engorda y la yema de

huevo, de una escala amarillo a rojo (43).

El Sudan HI (1-4(p-phenylazo) 2- Naphthalenol. Ca2H}eN4O;
tiene un poder colorante café rojizo. Es insoluble en agua; es soluble en
cloroformo y dcido acético glacial. Es moderadamente soluble en alcohol, éter,
acetona, aceites volatiles y glicerol caliente. Se usa como colorante, también es
usado para el tren de tinciones de muestras patologicas de tejidos animales y
vegetales, los cuales son teflidos de rojo, excepto la celulosa de las membranas
que no puede ser coloreada. Esta aprobado por la Feed and Drug

Administration (FDA), para uso externo solamente (38).

La Ley General de Salud en México, en su articulo 621, dice: “Se
prohibe el empleo, suministro y expendio de huevo que presente alguna o
varias de las siguientes caracteristicas: estar alterado, presentar mal olor o
sabor; estar sucio, con cascara manchada de sangre o excremento; tener la clara
de color verdoso; tener ¢l disco germinal desarrollado; estar incubado; estar
desprovisto de yema; estar contaminado con bacterias u hongos; que 1a camara
de aire sea mayor de 5 mm. de altura; que presente fracturas; que presente

cuerpos extraflos o parasitos, que se encuentre laminada la clara y poco



consistente, y QUE PROVENGAN DE AVES EN CUYO ALIMENTO SE LE
HAYA ADICIONADO COLORANTES DE LOS DENOMINADOS
"SUDANES"(31).

No obstante esto ultimo los sudanes por su bajo costo se emplean

comunmente en dietas de gallinas *.

A través de la investigacion realizada durante el afio 1993, por el
Comite Técnico de Normalizacion Nacional de Alimentos Balanceados de la
Gerencia de Normalizacion y Calidad de la Camara Nacional de la Industria de
fa  Transformacion (CANACINTRA, 1993). Se identifico que,
aproximadatmente e} 45% de los huevos producidos en ¢l pais, fueron positivos
al uso de colorantes azoicos no permitidos. Los sudanes ocasionan graves
daiios a la salud piblica, ya que, por su composicion quimica, se metabolizan y
almacenan en el higado y se transforman en productos carcinogénicos, son

liposolubles y tienen efectos aditivos y nocivos a largo plazo (27, 54).
II. CAROTENOIDES:

Son compuestos organicos lipidicos que se encuentran en forma de
ester, son clasificados como hidrocarburos y presentan 40 carbonos en su
molécula, son solubles en disolventes apolares y en grasas e insolubles en agua.
Estos son clasificados a su vez en dos grupos principales carotenos y
oxicarotenoides (4, 5, 36, 45).

* comunicacion personal del Dr. Ernesto Avila Gonzilez.



Los carotenos son una serie de hidrocarburos polihénicos y el de
mayor importancia es el B- caroteno, el cual es precursor de la vitamina A y no

pigmenta la piel, ni el tejido adiposo animal (26, 36, 43).

Los oxicarotenoides en su estructura de hidrocarburos contienen
oxigeno, a estos se les conoce también como xantofilas y en su forma natural se

encuentran esterificadas a acidos grasos (4, 5, 6, 7, 36, 42, 43).

Dentro de las xantofilas naturales se encuentran mas de 400
compuestos, y solo algunos tienen caracteristicas pigmentantes importantes
(43). Las principales xantofilas naturales son: La luteina, que se encuentra
presente en varios pastos, la alfalfa y la flor de Cempasuchil (7Tagetes erecta),
y que proporciona un color amarillo. La zcaxantina, que se encuentra en el
gluten de maiz y en el maiz amarllo (Zea maiz) y proporciona un color
anaranjado. La capxantina, que proviene de los chiles del género Capsicum ,
proporciona colores que varian del rojo al anaranjado. La cantaxantina la cual
se encuentra en los hongos, en las plumas de flamingo y en la cubierta externa
de algunos peces y crustiaceos, la cual proporciona un color rojo. La
mioxantofila, que proviene de la alga Spirulina, que proporciona un color café
(36, 43).

Las xantofilas sintéticas son el acido B-apocarotenoico, que es
fuente de xantofilas amarillas, la cantaxantina fuente de pigmentos rojos al

igual que la citranaxantina (5, 43).



Absorgi metaboli los Oxicarotenoides.

La luteina (xantofila amarilla pigmentante), se encuentra
disponible libre en los productos hidrolizados de xantofilas de flor de
cempasuchil por lo que su absorcion se efectiia en el duodeno y en la parte
superior del yeyuno, el resto de los carotenoides son absorbidos en la parte
superior y media del ileon. La luteina, el principal carotenoidc en una dieta de
aves, puede ser acetilada para formar luteina monoester y luteina diester, los

esteres pueden ser deacilados para formar otra vez luteina (15, 23).

Luteina (suero) > Luteina (tejido) > Luteina monoester(tejido) >Luteina

diester (tejido)

La mayoria de los carotenoides deben ser saponificados en el
tracto gastrointestinal, para que puedan ser absorvidos mas ficilmente por el
intestino. La saponificacion /n vitro de las xantéfilas, principalmente las que se
encuentran en la flor de cempasiichil, duplica la tasa de absorcion intestinal por
quedar libre la luteina y no esterificada a los acidos grasos (36). La absorcion
de las xantofilas esta directamente relacionada con la absorcion de grasa (4, 5,
6, 36).

La absorcion de los pigmentos de la dieta se mejora con la
presencia de grasas insaturadas y se reduce por almacenamiento excesivamente
prolongado de los alimentos (por regla general, un 30 a 100% de los pigmentos

se destruyen al cabo de 3 meses) (26, 53). Para que las xantofilas puedan



cumplir con su funciéon pigmentante, se asimilan a nivel intestinal, son
transportadas por la sangre y se depositan en el higado. En los pollos de
engorda se movilizan hacia la piel, los tejidos grasos y los tarsos y en las
gallinas de postura llegan hasta el ovario, en donde se almacenan y son

eliminadas parcialmente en las yemas de huevo (4, 5).

La eleccion de los pigmentos a utilizar depende también de la
eficacia con que la gallina los transfiere al huevo; esta eficacia es variable, pero
siempre, es bastante baja. La xantofila roja que mejor se transfiere es la

cantaxantina (53).

El proceso de piginentacién,

Uno de los grandes retos que enfrentan., tanto el nutriologo, como
el patologo y el productor avicola es lograr resultados de pigmentacion
eficiente, esto se alc.anza a lo largo de una serie de eventos, que se inicia, en el
caso de la utilizacion de la flor de cepasichil, con una buena seleccion de
semillas de la flor, cuidado del cultivo, recoleccion de la flor, procesamiento
del producto, cria de los pollos, hasta un extremoso cuidado en el
procesamiento del pollo de engorda. Puede decirse que no existe evento alguno
dentro del manejo, alimentacion o salud del pollo que no se interrelacionen con

el resultado final de la pigmentacion (15, 47).



Para lograr una buena pigmentacion se requieren revisar varios

factores, entre ellos se mencionan los siguientes:

-_Pigmentacion natural de alta biodisponibilidad: Los animales no
tienen la capacidad de sintetizar los oxicarotenoides, por lo cual deben llegar a
ellos a través de la alimentacion. La materia prima (flor del cempasuchil y
frutos de Capsicum) para obtener estos pigmentos debe ser sometida a una
previa deshidratacion, después cs sometida a un proceso de extraccion,
saponificacion, estabilizacion e integracion del pigmento. Un pigmento natural
de buena calidad deberii poseer un excelente perfil de oxicarotenoides estables
en estado libre, ademas ser integrado a vehiculos adecuados con el fin de
aportar al ave un producto de alta biodisponibilidad. Durante la fabricacion del
alimento se debe tener especial cuaidado en la dosificacion del pigmento y en
su proceso de mezclado, para que la distribucion de los pigmentos sea
uniforme. Ademas de que la mezcla debe tener un adecuado balance nutricional
y se debe evitar la presencia de componentes que afecten a los pigmentos, por
ejemplo: grasas rancias, falta de antioxidantes o antioxidantes de mala calidad,
aflatoxinas, organoclorados, organofosforados, metales pesados, entre otros

(15).



GLUTATION.

Antecedentes del glutation,

En 1921, se aisla de diferentes tejidos una molécula dipeptidica, a
la que Hamo glutation , por encontrar en ella la presencia de cisteina y dcido
ghutamico, y se observo que esta era facilmente oxidable. En 1929, determinan
su estructura por medio de analisis quimicos con acidos y bases, estableciendo
que era una union entre fres aminoacidos no esenciales (acido plutamico,
cisteina y glicina). Para 1953, se estudian sus propiedades quimicas, su
transformacion metabolica, sus fuentes como coenzima y su relacion con
entidades patologicas. En 1970, se realizan estudios sobre los niveles de
glutation en eritrocitos de camero. En 1971 y 1973, se hace un modelo como
intento de explicar ¢l mecanismo de accion del glutation, encontrando gran
relacion con el ciclo de la gama-glutamilcisteina. En 1976 se cnfatiza Ia
relacion del glutation con el metabolismo de las drogas y sustancias endogenas
del higado. En el periodo de 1979 a 1989 se determinaron niveles de glutation
de diferentes tejidos, asociando algunos datos a diversos estados patologicos de
tejidos (1, 10, 18, 63).

Actualmente la literatura cita al glutation como un tripéptido
(gamma-glutamilcisteinglicina) compuesto de acido glutamico, cisteina y
glicina, este tripéptido es resistente a la peptidasa, y su metabolismo es unico
(,3,8).



El glutation se encuentra en la mayoria de las células participando
en miltiples funciones, entre las que se encuentran, proteger a las células de la
peroxidacion lipidica, regulacion de la actividad enzimatica de la célula (1, 2,
16, 17, 18, 60, 61, 62), modulacién de la sintesis proteica, (manteniendo los
niveles de tioles en las proteinas) (1, 25), metabolismo de agentes
electrofilicos (radicales libres) , neutralizacion de peroxidos que se liberan por
los macrofagos (22), el glutation también participa en la  sintesis de
leucotrienos (8), regula la actividad enzimatica de la célula normal (3, 22, 62,
63). También interviene en la sintesis de hormonas esteroideas y de las-
prostaglandinas E2 y F2a (19, 52), en el transporte de bilirrubina y pigmentos
biliares a través de la membrana (30), ademas interviene en la homeostasis del
Ca (52, 63).

Sintesis del glutation,

Su sintesis se lleva a cabo principalmente en el higado de donde
posteriormente se transporta al resto de las células (8, 25, 62); dicha sintesis es
muy diferente a la que ocurre en el resto de los peptidos grandes (el RNA no
esta involucrado), y esta consiste en dos pasos: primero se une el acido
glutamico a la cisteina, por medio de la enzima y-glutamilsintetasa, despuds se
une a la glicina por medio de la glutation sintetasa formando glutation reducido
(8).

EJ glutation se encuentra en dos formas, la reducida
(GSH) que es soluble en agua, y la oxidada (GSSG) que es insoluble en agua.
La suma de glutation reducido (GSH) mas glutation oxidado (GSSG) se conoce
como glutation total (1, 3, 18).



En su forma reducida el glutation posee un grupo sulfhidrilo libre y
actia como amortiguador de sulfhidrilos que mantiene en estado reducido, la
cisteina de la hemoglobina y otra proteinas del eritrocito, ademas participa en
los mecanisios de desintoxicacion al reaccionar con el peréxido de hidrogeno

y los peroxidos organicos (1, 8, 50, §7).

En su forma oxidada el glutation tiene dos moléculas de glutation

unido por un enlace a un grupo sulfhidrilo-cisteina (3, 8, 19).

Los estudios realizados sobre la capacidad detoxificante del
glutation revelan que dicha molécula juega un papel muy importante en la
proteccion celular frente a la accion de ciertos xenobidticos, remocion de
hidroperoxidos, proteccion contra los efectos de la radiacion ionizante,
mantenimiento del estado sulfhidrilo de las proteinas y modulacion de la

actividad enzimatica por intercambio de disulfuros (1, 8).

Este compuesto reviste gran interés en el area de la nutricién ya

que el organismo lo utiliza para diversas reacciones:

o Los niveles de dos de las enzimas mas importantes en el metabolismo el
GSSG y del GSH pueden estar determinados por 1a dieta, los cuales en caso
de deficiencias pueden ser prevenidos por 1a adicion de cisteina o metionina
@8, 17, 61)

¢ El glutation esta involucrado en el transporte de aminoacidos y en el ciclo g-
glutamil (8, 57)



o El GSH es enzimiticamente conjugado con xenobioticos electrofilicos y
juega un importante papel en su detoxificacion. (3, 8, 22)
e El GSH es imprescindible para mantener la estructura nor. mal de glébulo

rojo y conservar la hemoglobina en forma ferrosa (8, 57).

El glutation interviene en los procesos de oxido-reduccion que

estan mediados por dos grupos enzimdticos basicos:

1. Las reductasas dentro de las cuales se encuentran la glutation reductasa y la
tiorredoxina reductasa, la primera cataliza la transformacion de GSSG a
GSH, en la cual interviene el NADPH (1, 8, 11, 37, §7).

2. Las oxidasas, las principales son: la glutation peroxidasa y la mercapto
piruvato transferasa, que tienen por objetivo principal neutralizar la
citotoxicidad de las moléculas altamente reactivas a las que se les ha
Hamado radicales libres (8, 56).

La glutation peroxidasa cataliza la reduccion de peroxidos de
hidrogeno o de hidroperoxidos. Este sistema es muy importante para la
proteccion de células del dafio oxidativo. El selenio es un componente esencial
de esta enzima y la concentracion de esta enzima se reduce cuando existen

deficiencias de selenio en la dieta (8, 20, 40, 41).

Las enzimas glutation transferasas, son un grupo de enzimas con

un papel relevante en la detoxificacion de algunos xenobiéticos (8, 25, 32, 58).



RADICALES LIBRES.

Los radicales libres, son moléculas independientes que poseen un
electron impar en el ultimo orbital que las hace moléculas inestables, capaces

de asociarse con cualquier atomo, siendo por esto altamente toxicos (22).

La peroxidacion de lipidos insaturados se ha estudiado en la grasa
y aceites que se oxidan (rancidez) al permanecer expuestos al aire, pero el
estudio de la peroxidacion se ha extendido a los organismos biologicos por la

variedad de enfermedades en que se involucran (13, 56).

Los compuestos implicados en el dafio celular son principalmente
compuestos relacionados con el oxigeno (12, 52). Algunos de los mas
comunes son: el ién superoxido (02), el peréxido de hidrogeno (H202 ), el
peroxido lipidico (ROO), y el oxigeno, de los cuales el (OH-) es de los mas
toxicos, tiene un radio de accién de 30 A a nivel local inicialmente, y su dailo
se extiende al generar mas radicales libres (reaccion en cadena):

R- + Molécula blanco --s-se-meeme--- > 2R- (22, 24, 56)

Los radicales se forman durante los procesos metabolicos de la

célula durante la cascada de la cadena respiratoria, por la reduccion incompleta

de moléculas y por la transformacion de xenobiéticos (48, 56).

Los radicales libres se unen a los acidos grasos de los fofolipidos
de la membrana formando dienos conjugados, proceso que puede ser

cuantificado por la formacion de malondialdehido (56).



FACTORES QUE INCREMENTAN LA FORMACION DE
RADICALES LIBRES.

La ausencia de glucosa disminuye las concentraciones de GSH por

lo que las células blanco quedan mas expuestas al dafio por radicales (3).

Dentro del mecanismo de oxidacion se reduce la concentracion de ATP y

NADPH+, diminuye la reserva de GSH por lo que los niveles de Ca

intracelular aumentan estimulando las proteasas que filtran iones metalicos

exacerbando la lipoperoxidacion (22, 42).

Algunos métodos para detectar a los radicales libres son la
espectroscopia, por os medios indirectos también se evalia la lipoperoxidacion
a través del malondialdehido (MDA) o el dinitrofenilo que es proporcional al
MDA (13, 52).

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS XANTOFILAS

La habilidad de la xantofilas (cantaxantina, zeaxantina y
astaxantina) como antioxidantes rompedores de cadena fue investigado
mediante la peroxidacion de liposomas de fosfatidilcolina (PC), bajo
condiciones atmosféricas usuales en lipidos solubles y generadores de radicales
hidrosolubles. Estas xantofilas retardan la propagacion de la reaccion de
formacion de los hidroperoxidos de la PC-OOH, atrapan radicales peroxil y son
acasreadores de enlaces, pero sus efectos fueron menores al efecto protector
del alfa tocoferol. Las xantofilas dietarias pueden, por lo tanto, estar ayudando
en la resistencia de la membrana fosfolipidica contra el dafio de la oxidacion en
vivo (29, 34, 39, 49).



Estudios epidemioldgicos sugieren que las xantofilas como componentes
dietarios se asocian con una baja incidencia de cancer. Estas xantofilas
dietarias son defensas antioxidantes contra los radicales oxhidril y los
derivados de la fosforilacion lipidica, los cuales estan involucrados en el cancer
humano, sin embargo, se sabe que es pequefio el efecto antioxidante de las
xantofilas contra la peroxidacion lipidica que ocurre en los constituyentes

biologicos (49).

En la actualidad es comin el uso de aditivos (pigmentantes) en la
alimenticion avicola, sin embargo sus efectos no han sido demostrados en su
totalidad, por lo que este trabajo trata de aportar algunos conocimientos sobre
los cfectos que provoca la adicion de pigmentantes en los niveles de glutation

sanguineo.



HIPOTESIS

a) No existe diferencia en la reserva de glutation total sanguineo de
gallinas que consumen pigmentos en la racion, con respecto a gallinas que

consumen alimento sin pigmento.

b) Existe diferencia en la poza de glutation total sanguineo, de gallinas que

consumen alimento con sudanes.

OBJETIVO

Caracterizar la reserva de glutation total sanguineo, de gallinas de
postura que consumen raciones con combinaciones de pigmentos amarillos y

rojos utilizados comercialmente,



MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo en las instalaciones del Centro
de Enseiianza, Investigacion y Extension en Produccion Avicola (CEIEPA) de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, ubicado en Zapotitlan,
Tlahuac, D.F., con una altitud promedio de 2250 metros sobre el nivel del mar
(m.s.n.m.), entre los paralelos 19° y 15” de latitud oeste: bajo condiciones de
clima templado humedo, siendo el mes de enero el mas frio y mayo el mes mas
caluroso, con una precipitacion pluvial media de 747 mm. anuales. Las
determinaciones dé Glutation fueron realizadas en el Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina, de la UNAM.

Se utilizaron 180 gallinas ponedoras Leghom, de la estirpe Dekalb

Delta, con 59 semanas de edad, alojando 3 aves por jaula, en una caseta
convencional. Las aves fueron divididas en 15 grupos, con 12 gallinas cada
uno; distribuidos aleatoriamente en la caseta.

Se empleo un disefio experimental completamente al azar, el cual
consistio en la adicion de varias sustancias pigmentantes en el alimento:
o Tratamiento [; sin sustancias pigmentantes (grupo testigo).
* Tratamiento II; 9.0 ppm de xantofilas saponificadas de flor de cempastchil®
¢ Tratamiento III; 9.0 ppm de xantofilas saponificadas de flor de cempastchil

y 4.0 ppm de xantofilas saponificadas de frutos de Capsicum**

* Avelut amarilio ( Productos vegetales del centro. S. A.de C.V.)
** Avelut rojo ( Productos vegetales del centro S. A. deC.V. )
*** Lucantin rojo (BASF)



o Tratamiento [V, 9.0 ppm de xantofilas saponificadas de flor de cempasiichil
y 2.0 ppm de xantofilas rojas sintéticas (cantaxantina)***.

o Tratamiento V; 9.0 pm de xantofilas saponificadas de flor de cempasuchil y
9.0 ppm de sudanes.

El alimento fue preparado en la planta de alimentos del CEIEPA (
Cuadros 1, 2), considerando las necesidades establecidas por el National
Research Council (NRC) y las recomendaciones del manual de la estirpe (44).
Durante el experimento que durd ocho semanas se les sumistré agua y alimento
a libre acceso.

Se registro el consumo de alimento, la produccion de huevo y el
peso del mismo semanalmente, durante las ocho semanas de experimentacion,
ademds se llevo el programa de iluminacion correspondicnte hasta completar a
la luz natural con la artificial a 16 hrs, diarias. Tambien se monitoreo la
pigmentacion de las yemas de huevo en la quinta semana de experimentacion,
para lo cual se utilizo el abanico colorimétrico de Roche (1993) y un
colorimetro de reflectancia Minolta CR-200, en ¢l sistema CIELAB de
brillantez (L), intensidad del rojo (a), e intensidad del amarillo (b), realizando
las mediciones en todos los huevos puestos durante ¢l (ltimo dia de esa
semana.

Ademas durante el tiempo que durd la prueba, una vez por semana
(a exepcion de la 7° semana) se tomo un mililitro de sangre a partir de la vena
braquial, en tubos Vacutainer heparinizados. Se homogeneizé la muestra
rapidamente. Posteriormente 1a muestras con el anticoagulante, se mezclé con
un mililitro de acido perclorico al 2m + EDTA 4mM como desproteinizante,
obteniéndose una solucion 1:1 V/V. Manteniéndolas en hielo, al igual que e

acido perclérico. Las muestras obtenidas fueron centrifugadas a 5000 r.p.m. a 0



°C en una centrifuga. Se decanto el sobrenadante en tubos de ensaye que fueron
seflados con parafilm, consevandose congeladas en un refrigerador, a -51 °C,
hasta su analisis. El procedimiento anterior se realizd6 con las muestras
obtenidas de la primera a la sexta semana del tratamiento. Cabe sefialar qué

todas las soluciones empleadas permanecieron en hielo a 4 °C.

ANALISIS DE LA MUESTRA.
Los procedimientos de andlisis empleados para las muestras de sangre
fueron: HPLC [High Performance Liquid Chromatography] (35), a las ocho
semanas de experimentacion y el método de Akerboom (1),durante todo el

estudio; los cuales se describen a continuacion:

METODO HPLC (35)
Con el método por HPLC, se realizé la derivatizacion de 1a muestra

mediante los siguientes pasos:

. Se colocan 0.5 ml. de la muestra centrifugada

2. Se le adicionan 20 umol /500 pf de gama glu-glu

3. Se le aplica 50 pl de 100 de acido lodoacético en 0.2 nM - cresol piirpura

- {0.0208 gr /mil de cresol pirpura, con el cual la muestra se toma rosa

4. Se aftade 0.5 mt de KOH-KHCO (40l / 160 ml), se mezcla perfectamente y
esta mezcla se colorea de purpura, se guarda en la obscuridad durante 30
min. a temperatura ambiente.

S. Se le agrega finalmente 1 ml de Flouro Di Nitro Benzeno (FDNB), se tapa

con parafilm y se mezcla, se guarda en la oscuridad a 4 °C, y el dia siguiente

se filtra y se coloca en viales de color ambar para analizarse en el
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cromatografo, €l cual ya previamente fue calibrado con estindares de

diferentes concentraciones de glutation.

METODO DE AKERBOOM (1)

1. Encendido del espectrofotometro

2. Calibracion del espectrofotometro a 412 nanomeros de absorbancia, con luz
ultravioleta visible y calibrar a cero

3. En cinco cubetas de cuarzo se deposita | ml. de la solucion Buffer de
fosfatos ( pH 7.0 ) a una temperatura ambiente (21 °C aprox.)

4. Colocar con una micropipeta Hamilton §, 10, 20, 30, 50 ul de la solucion
estandar respectivamente en las cubetas de cuarzo.

$. Con otra pipeta Hamilton, se colocan 20 ul de NADPH (2 mg /0.5 NaHCO3
al 0.5%)

6. Con una pipeta Hamilton limpia se colocan 20 ul de la enzima glutation
reductasa ( 6 unidades / ml Buffer)

7. Agitar suavemente evitando la formacion de burbujas y dejar reposar por dos
minutos

8. Introducir la cubcta a la celdilla del espectrofotometro y recalibrar a cero
nuevamente ’

9. Depositar 20 ul de acido di-tionitrobenzoico (DTNB) (0.75 mg / 0.5 ml de
Na HCO3 al 0.5 %)

10.Inmediatamente después de depositado el DTNB sc marca el tiempo de
inicio, hasta que se cumplan 5 minutos.

11.Se agita la cubeta de cuarzo con su respectiva muestra

12.Pasados los § minutos se introduce inmediatamente la cubeta en la celdilla

del espectrofotometro para realizar la lectura de la absorbancia.
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13.8i fas lecturas obtenidas a partir de los estandares corresponden a las
establecidas en un rango previamente establecido, se dice que los reactivos y
el estandar son adecuados, de no ser asi, se tendrd que iniciar nuevamente
hasta que las lecturas sean las esperadas.
14.Posteriormente se sustituyen los estandares por una alicuota de 10 ul de la
muestra problema y se realiza el mismo procedimiento para obtener la
absorvancia de cada muestra.
En cada cambio de muestra fucron lavadas perfectamente las
cubetas de cuarzo con agua corriente, desionizada y etanol al 99.9%.
Los reactivos al igual que la muestra se conservaron en recipientes

con hielo ( 4 °C aprox.) durante ¢l tiempo empleado para el analisis.

Al final del trabajo, los datos de las variables obtenidas, fucron
sometidas a un analisis de varianza conforme a un disefio completamente al
azar. Cuando existieron diferencias estadisticas al 5 o al 1% entre tratamientos,

las medias se compararon con la prueba de Tukey (55).
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RESULTADOS

En las variables productivas registradas en las aves: consumo de
alimento, porcentaje de postura, conversion alimenticia, peso promedio de
huevo y la masa del huevo diario por gallina, no se encontraron diferencias

estadisticas (P>0.05), y puede ser apreciado en las figuras 1,2,3,4y 5.

En cuanto a la variable de pigmentacion, a la quinta semana de
experimentacion, se midio el color de las yemas de los huevos visualmente,
mediante el abanico colorimétrico de Roche. Se pue/de observar en la figura 6,
que la pigmentacion aumento en la dieta sin pigmentos a un valor cercano al 4
al adicionar xantofilas amarillas, cuando se adicionaron xantofilas rojas
naturales a partir de frutos del Capsicum o de origen sintético (cantaxantina), a
la dicta que ya contenia xantofilas amarillas, el valor de pigmentacion fue de
104 y 10.7, requgtivamente. lo que muestra el efecto aditivo de estas
xantofilas rojas sobre la pigmentacion de la yema de huevo. Finalmente se
puede observar que la adicion de sudan a la dieta con xantofilas amarillas
produjo una mayor coloracion en las yemas de huevo, que la obtenida por

xantofilas naturales y sintéticas.

En las figuras 7, 8 y 9, se pueden observar en forma grifica los
datos obtenidos en cuanto al color de la yema del huevo, medidos con el
colorimetro de reflectancia. Se puede apreciar que la brillantez de las yemas de

huevo fueron menores con la adicién de pigmentos rojos naturales, sintéticos o
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sudanes. En la figura 8 se presenta el enrojecimiento observado en las yemas
de los huevos. Se puede notar que las yemas de huevo provenientes de gallinas
que no recibieron pigmentos en el alimento que consumieron la dicta de
xantofilas amarillas tuvierton valores negativos a rojo. Por otro lado, en las
dietas con xantofilas rojas naturales y sintéticas y sudanes los valores fueron
siempre positivos, y el tratamiento con sudan tuvo un valor significativamente
mayor (P<0.05).

Finalmente en cuanto a coloracion de la yema de huevo se reficre,
se presema en la figura 9, el amarillamiento obtenido con los distintos
tratamientos. Se observa que el amarillamiento aumento signilicativamente con
fa adicion de xantofilas amarillas a la dicta (tratamientos 2, 3, 4 y 5), siendo
menor el grado de amarillamiento para la dicta que incluyé sudanes, sin
embargo, el tratamiento testigo tuvé un menor grado de amariilamiento
(P<0.05).

La cuantificacion de Glutation Total (GT), en sangre se realizd
duranie 8 semanas, la medicion de la reserva de GT se obtuvé mediante el
método de Akerboom ( 1 ) durante las primeras 6 semanas y con el método de
Akerboom y por HPLC para la 8° semana.

En la figura 10, se muestran los datos, de una semana antes de
iniciar los tratamientos, en la que se realizaron las mediciones de GT, en la

sangre de las gallinas fueron en promedio de 1.19.
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En la primera semana de tratamiento, se encontraron cambios
considerables en los niveles de GT (Figura 11), los tratamientos en los cuales
se incluyeron xantofilas naturales amarillas, rojas naturales y sintéticas o
sudanes, presentaron valores significativamente mds altos, en comparacion con

el grupo testigo (P<0.05).

En las semanas consecutivas de la 2° a la 8°, en que se realizaron
las mediciones cormrespondientes de GT, no se encontraron diferencias

(P>0.05) entre los diferentes tratamientos (Figura 10).

En la Figura 10, podemos observar un comparaciion global, de los
resultados obtenidos (cuadro 3) por medio del método de Akerboom para las
diferentes semanas del tratamiento, en la cual, se hizo un hromedio de los
valores obtenidos para cada semana de experimentacion y para todos los
tratamientos, mediante esta se puede comprobar que en la segunda semana de
experimentacién se obtuvieron los valores significativamente (P<0.05) mas
altos para el GT, los cuales son mayores que en la semana anterior y en las

semanas subsecuentes.

En la octava semana de experimentacion se realizoé una ultima
medicion por medio del HPLC y el método de Akerboom. Se encontré por el
método del HPLC, que el Glutation reducido (GSH) (Figura 13), no mostraba
variaciones significativas (P>0.05) entre tratamientos. Sin embargo al obtener
los valores de Glutation oxidado (GSSH), se encontraron diferencias
significativas (P<0.05) entre tratamientos como se puede advertir en la Figura
14, El tratamiento 5 que incluyo sudanes en la dieta presenté un valor menor,
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en comparacion con los tratamientos 4 y | donde se incluyeron xantofilas
amarillas naturales mas xantofilas rojas sintéticas (cantaxantina) y no se
incluyeron pigmentos (tratamiento | o testigo) respectivamente, sin pigmentos,
fos cuales tuvieron los valores mas altos. En cuanto a los valores para GT por
el método de Akerboom (Figura 12), los datos a las ocho semanas fueron

semejantes entre los distintos tratamientos (P>0.05).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos respecto a los parametros productivos
evaluados en las gallinas utilizadas para el presente estudio (consumo de
alimento, porcentaje de postura, conversion alimenticia, peso promedio del
huevo y masa de huevo diaria por ave), no mostraron diferencias estadisticas
entre los diferentes tratamientos, lo cual coincide a los seilalado por diferentes
autores (5, 14), quicnes aseguran que este tipo de aditivos cumplen con la
funcion de proporcionar color a las yemas de huevo, sin modificar el

rendimiento productivo de las aves.

La coloracion de la yema de huevo obtenida con las cantidades de
pigmento utilizadas, corresponden a niveles de uso comercial en las
explotaciones avicolas; asimismo, la evaluacion del color se realizo mediante la
utilizacion del Abanico colorimetrico de Roche y por un colorimetro de
reflectancia, los cu;Ies son ampliamente utilizados a nivel comercial para
evaluar la eficiencia de los pigmentantes (5). Por otra parte, los resultados
obtenidos en cuanto a la coloracion de la yema de huevo y las dosis empleadas

estan de acuerdo a lo seiialado por diversos autores (5, 14, 43).

Algunos autores han reportado que el organismo utiliza la via del
glutation para desintoxicarse de diversos compuestos, lo cual puede hacerse
por medio de la oxidacion, o en su caso, por la conjugacion de compuestos con
la cisteina, del GSH y este conjugado es desechado por medio de la bilis como
acido mercaptirico (1, 8, 19, 40, 41).
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Por otra parte, los carotenoides han sido incluidos como
antioxidantes rompedores de cadena y en estudios realizados en pollos, se
observo que pasticipan en el ataque contra los radicales peroxil y por lo tanto
pueden estar ayudando en la resistencia de la membrana celular contra la
oxidacion en vivo (29, 34, 36, 39, 49).

En este trabajo se encontré un aumento en el GT a la primera
semana de (ratamiento, lo cual concuerda con lo descrito por algunos
investigadores (2, 28, 51), que mencionan que algunos xenobioticos tienen la
capacidad de inducir algunos sistemas antioxidantes, lo cual puede o no
beneficiar al organismo.

Los resultados obtenidos sugieren una relacion positiva a la
adicion de pigmentos (xantofilas) a la dieta, y un aumento en los niveles de
glutation en la sangre de las gallinas, en la primera semana de tratamiento, lo
cual permite suponer que los casotenoides ademis de tener una capacidad
antioxidante, también pueden tener una capacidad de aumentar las defensas
antioxidantes en la sangre (2, 29, 34, 36 ).

Dado que la sintesis de glutation, se lleva a cabo principalmente en
ef higado y de alli se distribuye a los diferentes tejidos (8, 25, 62, 63) y que se
ha mencionado (4, 5, 26, 53), que las xantofilas, son asimiladas a nivel
intestinal, transportadas al higado y de alli se distribuyen a la piel, los tejidos
grasos, los tarsos y en la gallinas de postura legan al ovario, donde se
almacenan y son eliminadas en las yemas de huevo. Esto servira de base para
indicar que los niveles de GT, encontrados en las siguientes semanas de
tratamiento fueron similares a los identificados antes de iniciar el tratamiento y
a los del tratamiento testigo (sin pigmentos), lo cual sugiere que las xantofilas
permanecen poco tiempo en el higado ya que se movilizan al ovario para
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formar la yema de huevo, por lo tanto su capacidad de induccion, puede ser
inconstante.

Enkvetchakul et al, 1995 (16, 17), han informado que los niveles
de GSH obtenidos por el método de HPLC, en algunas especies de aves
presentan un valor entre 25 y 50 % menor que los mamiferos, ya que el
metabolismo de la aves es mas dinamico, ademas se ha observado que es
ligeramente mas alta la reserva de este compuesto cuando se trata de lineas de
aves mas pesadas.

Los valores encontrados en este estudio oscilaron entre 142 y 149
nmolas/ml de GSH,determinados por HPLC, estos valores concuerdan con los
valores sefialados por Enkvetchakul et al (16).

E! GSSG, ha sido sefialado, como uno de los compuestos que
aumentan sus niveles en la presencia de radicales libres (1, 8, 50, 57). Los
niveles de GSSG, indican una reduccion de compuestos y por lo tanto estar
actuando en la detoxificacion de los mismos (2, 8, 25, 56).

Los niveles encontrados de GSSG variaron entre 4.7 y 11.8
nmolas/ml. El tratamiento 4 en que se adicionaron xantofilas amarillas naturales
+ camaxantina y en el tratamiento 1 o testigo ( sin pigmento) , tuvieron los
valores mas altos y el tratamiento donde se incluyeron xantofilas amarillas
naturales mas sudanes se obtuvo e valor mas bajo. Los tratamientos a los que
se les adicionaron solo xamtofilas naturales en la dieta tuvieron valores
intermedios de 7.2 y 9.3 nmolas/m) (tratamientos 2 y 3 respectivamente).

Enkvetchakul et al, 1995 (16), menciona que el acelerado

metabolismo de las aves propicia que los niveles GSH de este sistema, sean
diferentes a los que existentes en los mamiferos (1), y debido a esto,

metabolizan una mayor cantidad de compuestos toxicos que los mamiferos.
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Los sudanes se han clasificado como hidrocarburos policiclicos,
que presentan en su estructura enlaces azo (N=N) y que tambien son llamados
colorantes azoicos ( 2, 33, 37), ademas se asume que el 45% de los huevos que
se consumen en México, contienen colorantes azoicos no permitidos (.
CANACINTRA, 1993) y debido a su estructura han sido indicados como
compuestos toxicos, y 'pueden inducir sistemas de biotransformacion en el
higado, pero hasta el momento no se ha dado una descripcion detallada del
mecanismo (21), en ocasiones una intensa actividad de este sistema (citocromo
P 450, RNA y proteinas, entre otros), resulta conveniente, por que propicia la
formacion de compuestos menos toxicos o facilmente climinables, pero en otras
ocasiones los productos resultantes son mas toxicos que los primitivos.

Se ha publicado que el metabolismo de los compuestos azoicos se
da por medio de una reaccion de oxidacion y reduccion, que pertenece a la fase
I de la biodegradacion de sustancias toxicas por el organismo, aunque esta
reaccion no es del todo benéfica, ya que de esta fase, se forman anilinas que
tambien son sustancias toxicas, para el organismo (2, 33).

Por otro lado, Jauge (28), menciona que los hidrocarburos
policiclicos son eliminados de! ofganismo, mediante el acido mercapturico, el
cual se forma mediante la union del la cistéina del GSH, con el compuesto
toxico, mediante la accion de la enzima glutation transferasa, y con la
formacion de este conjugado el compuesto toxico puede ser eliminado a través
de la bilis, lo cual puede explicar el descenso de GSH y GSSG encontrado en

las gallinas que consumieron sudanes.
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De los resultados obtenidos en el presente estudio se puede inferir:

1. En el presente trabajo se pudo constatar que la reserva fisiologica de
GT en la gallina ponedora alimentada con diferentes pigmentos utilizados a
nivel comercial.

2. El GT de la gallina ponedora de aproximadamente 60 semanas de edad,
vari6 entre 0.94 y 1.31umolas de GT pol ml de sangre determinado por el
método de Akerboom y 145 nmolas por ml de sangre de GSH y 9 nmolas de
GSSG por mi de sangre determinado por el metodo de HPLC.

3. La adicion de sudanes, tuvo valores significativamente menores para
GSSG y numericamente menores para el GSH, con respecto a la adicion de
carotenoides, lo cual se puede deber a la excrecion de los conjugados de
sudanes y glutation, por medio de la bilis en forma de acido mercapturico, y por
ende explicado por una disminucion de los valores de glutation en la sangre de
las gallinas.

4. Para futuros estudios con pigmentantes utilizados en la alimentacién de
gallinas se recomienda separar los eritrocitos del plasma, para determinar los
niveles de GSH y GSSG en plasma y eritrocito por separado y verificar si el
aumento en el GT observado al inicio del tratamiento con carotenoides, es
debido a un aumento en la sintesis de glutation dentro del eritrocito o bien un
aumento en la exportacion hepatica de glutation hacia ¢l organismo por medio

del plasma.
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CUADRO
COMPOSICION DE LA DIETA BASE UTILIZADA EN LAS GALLINAS A LA

CUAL SE LE ADICIONARON DIFERENTES PIGMENTOS,

"SORGO 8% 60995
PASTA DE SOYA 45% 53908
“ANTIOXIDANTE 030
ACEITE 78.9
"CARBONATO DE CALCIO . 10836
— ORTOFOSTATO ETYT)
SAL X
DL-METIONINA T3
L-LSINA BN Y
COLINA 60% T
VITAMINAS Y MINERALES® 200
- ‘ e ‘Cuene{l)(l])
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Cuadro 2. ANALISIS CALCULADO DE LA DIETA BASE
UTILIZADA EN LAS GALLINAS A LA CUAL SE LE ADICIONARON

PIGMENTOS.




Cuadro 3. Promedio y desviacion estandar de las concentraciones de GT, en sangre de
gallmas a las cuales se les adicionaron diferentes p:gmemos en el alimento.
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Figura. 1. Consumo diario de alimento por gallina , durante la adicién
de sustancias pigmentantes en el alimento.
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Figura 2 . Produccion de huevo de gailinas de postura alimentadas con
diferentes sustancias pigmentantes.
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Figura 3. Peso del huevo de gallinas a las que se les incluyeron
pigmentos en ¢l alimento.
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Figura 4. Conversién alimenticia al adicionar pigmentos en el alimento.

KG. DE ALIMENTO POR
KG. DE HUEVO

i TRATAMIENTOS

i (8) valores con la misma letra son igusies (P>0.08).

TRATAMIENTOS:

L. sin pigmento

2. pigmento amarillo natural

3. pigmento amarillo natural + rojo natura!

4. pigmento amarillo natural + rojo sintético

S. pigmento amarillo natural + sudén 8



Figura §. Masa del huevo diario por gallina, para los diferentes
tratamientos.
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Figura 6. Medicién de color de la yema de huevo, utilizando el Abanico
colorimétrico de Roche (1993).
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Figura 7. Brillantez de 1a yema de huevo de gallinas de postura con
diferentes pigmentos en la dieta, evaluada por un colorimetro de
.. . reflectancia, \
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Figura 8. Intensidad de rojo en las yemas de huevo de gallinas utilizadas
en ¢l presente estudio, determinada por un colorimetro de reflectancia.
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Figura 9. Intensidad de amarillos en el huevo de gatlinas de postura a las
que se les adicionaron sustancias pigmentantes en el alimento, evaluada
por un colorimetro de reflectancia.
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Figura 10. Giutatién Total promedio en sangre (resumen semanal).
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Figura 11. Reserva de glutatién total en sangre de gallinas de postura

alimentadas con diferentes pigmentos.
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Figura 12. Glutatién Total en sangre de gallinas adicionadas con

diferentes pigmentos.
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Figura 13. Reserva de GLUTATION REDUCIDO, en sangre de gallinas

a las que se les adicionaron diferentes pigmentos.
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Figura 14. Reserva de GLUTATION OXIDADO, de gallinas a las que se
les adicioné diferentes pigmentos.
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