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RESUMEN

La inclusion de aceite de pescado en las dietas de gallinas de postura,
se realiza con la finalidad de enriquecer el huevo con acidos grasos
poliinsaturados de tipo omega 3, sin embargo el uso de estos aceites pueden
favorecer el desarrollo de un Estado Oxidativo del animal. El presente trabajo
tiene como objetivo, evaluar el posible efecto prooxidante del aceite de pesca-
do, a través de algunos indicadores metabolicos de estrés oxidativo (Malon-
dialdehido, Capacidad Antioxidante y Actividad de la Glutation Peroxidasa) en
plasma de gallinas de postura, ademas de evaluar el probable efecto protector
de tipo antioxidante de la vitamina E, Algas Marinas, y acido linoleico
conjugado bajo el mismo criterio experimental. Para tal fin se utilizaron gallinas
de la estirpe Bovans White de 75 semanas de edad y distribuidas en 7 trata-
mientos con 5 réplicas y cada réplica con 6 aves, dando un total de 210 aves.
Los tratamientos fueron los siguientes: 1. Dieta Basal (DB), 2. DB + 2.5% de
Aceite de Pescado (AP), 3. DB + 2.5% AP + 100mg/kg de Vitamina E; 4. DB +
2.5% AP + 4% de Algas Marinas (AM); 5. DB + 2.5% AP + 8% de AM;
6. DB + 2.5% AP + 1% de Acido Linoleico Conjugado (CLA), 7. DB + 2.5%
AP + 2% de CLA. La duracién del experimento fue de 5 semanas.
Los muestreos para la obtencién de plasma se realizaron a la 22 y 42 semana
de haber iniciado el tratamiento y 3 semanas después de haber terminado el
mismo (semana 8). A la 4% y 82 semana se encontrd una diferencia menor en
los niveles de Malondialdehido (P < 0.05), en cuanto a tiempo no se encontra-
ron diferencias. La capacidad antioxidante a la 42 semana solo obtuvo una
diferencia estadistica para el tratamiento con AM al 4% y en cuanto a tiempo se
ve una reduccion de los niveles de Fe?" a la 4 semana; a la 82 semana los valo-
res de Fe®* fueron menores para el tratamiento con AM 4% y CLA al 7%. Y en
cuanto a tiempo la diferencia se observa a la 8 semana. La actividad de la Glu-
tation Peroxidasa no se encontrd diferencias estadisticas en cuanto a trata-
miento y tiempo. Proyecto financiado por UNAM-DGAPA: IN201408



INTRODUCCION

Hace 2,500 millones de afios, los primeros seres vivos surgieron en una
atmosfera donde predominaban los procesos reductores de compuestos
sencillos. El oxigeno molecular comenzé a acumularse en dicho ambiente por
900 millones de afios, gracias al surgimiento de los primeros procesos foto-
sintéticos en las algas cianoficeas. Posteriormente se desarrollaron los orga-
nismos aerobicos, quienes por medio de la fosforilacion oxidativa fueron capa-
ces de extraer electrones de carbohidratos y lipidos. En dicho proceso, los
electrones reducen al oxigeno consumido por la célula y dejan como productos
finales, H,O y ATP. La oxidacion de estos sustratos, trae como beneficio un
incremento cuantitativo en la produccién de energia’. Del total del oxigeno con-
sumido por la célula, aproximadamente el 5% queda en un estado de reduccion

intermedia en la cadena respiratoria, lo que origina la formacion del anion su-

perédxido (O, ), identificado como un radical libre (RL). Un radical libre puede

definirse como cualquier atomo o molécula capaz de existir independientemen-
te, que se caracteriza por poseer uno o mas electrones desapareados, tal con-
dicién le confiere una reactividad muy elevada hacia la mayoria de los sustratos
organicos. Un electron desapareado es aquel que se encuentra solo en un orbi-
tal. El simbolo (e) designa la presencia de uno o mas electrones desapareados.
El efecto neto de la accion de los radicales libres es que sustraen un electrén u
otra molécula trasformando a esta ultima en un radical. Los radicales libres se
encuentran dentro de un grupo de moléculas llamadas especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)." La clasificacion de ROS se puede

ver en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Especies Reactivas de Oxigeno.

RADICALES NO RADICALES
Superéxido 0,°~ Peroxido de hidrogeno H,0,
Hidroxilo OH’ Acido hipocloroso HOCI
Peroxilo RO’ Ozono O;
Alkoxil RO’ Oxigeno singlete
Hidroxiperoxil HO,' Peroxinitrito ONOO™

Clasificacion delos ROS

Los ROS generados intracelularmente actuan tanto dentro como fuera
de la célula. Su produccion, accidental o deliberada ocurre en los siguientes

procesos enzimaticos:

a) Durante el metabolismo celular, la mitocondria consume oxigeno
molecular y lo reduce secuencialmente hasta producir agua.
Una pequefa fraccion del oxigeno se metaboliza via reduccion
univalente, formandose productos intermedios de esta reac-
cién, como el anién superéxido (O27), el cual por accién de la
Superoxido Dismutsa (SOD, por sus siglas en inglés) se tras-
forma en peroxido de hidrogeno (H20).°

b) Los peroxisomas que contienen acetil CoA oxidasa, la dopamina
B-hidroxilasa, la urato oxidasa y otras generan H,O, como pro-

ducto intermedio.’



c) El sistema enzimatico del citocromo P-450 constituye una defen-

sa primaria contra varios xenobioticos que colateralmente for-
.- 5
man 02 Yy HzOz,
d) Los fagocitos: monocitos, neutrofilos y macréfagos, producen una

descarga oxidante compuesta basicamente por 02._ H20,,

OH., y HOCL como un mecanismo de defensa para la des-

truccion de patégenos invasores.®

e) Sistema de la xantina deshidrigenasa el cual cataliza la oxidacion
de hipoxantina/xantina a acido urico donando electrones al
NAD" en condiciones fisiologicas, pero en condiciones patolo-
gicas como isquemia y reperfusion, la xantina deshidrogenasa

modifica la funcion de la deshidrogenasa a oxidasa, actividad

que le facilita la liberacion del 0, y H,0,.°

Las fuentes exdgenas de ROS son: la radiacién, el humo del cigarro, al-
gunos solventes organicos y pesticidas, productos de la oxidacion de los lipidos

en alimentos, micotoxinas, trauma, hiperoxia y el sobre ejercicio.”

Algunos ROS son producto del metabolismo normal del la célula, por
ejemplo el H,O,, y sélo cuando rebasan sus concentraciones fisioldgicas, se
convierten en un factor desencadenante de alteraciones metabdlicas en los
seres vivos. La mayoria de las macromoléculas bioldgicas son susceptibles a

ser oxidadas por algunos de los derivados reactivos del oxigeno.



Las proteinas, péptidos y aminoacidos también constituyen un blanco
para los ROS. Se ha observado que la presencia de cantidades significativas
de aminoacidos aromaticos o sulfurados en una estructura proteica la hacen
mas vulnerable.® Algunos estudios in vitro mencionan que las proteinas sufren
alteraciones localizadas en los sitios ligados a metales de transicion, debido a
la facilidad con que los metales ligados reaccionan con el H,O, para formar io-
nes hidroxilo que posteriormente atacan a los aminoacidos adyacentesG. Los
productos del dafo oxidativo de proteinas son la formacion de peroxidos y

carbonilos.

El ataque de los ROS al material genético trae como consecuencia la
mutagénesis del acido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés),
modificacion que se convierte en el origen de algunas patologias, como por
ejemplo el cancer.® Otras de las modificaciones que sufre el DNA, es la oxida-
cién de desoxirribosas, la ruptura y entre cruzamiento de cadenas y la modifi-
cacion de las bases nitrogenadas, en donde Ila formaciéon del nucledsido
8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG) constituye el principal producto del dafio
oxidativo al DNA. El mecanismo de reparacion del DNA remueve los nucleosi-
dos oxidados, para ser excretados por via urinaria. El disefio de anticuerpos
monoclonares especificos, acoplados a la técnica de ELISA, ha permitido la

deteccion y cuantificacion del 8-OHdJG urinario.’

Sin embargo, las moléculas mas labiles son los lipidos.® La peroxidacion
de los lipidos es particularmente destructiva, ya que se inicia cuando los RL
atacan a un acido graso poliinsaturado (PUFA, por sus siglas en inglés) y le
quita un atomo de hidrégeno al grupo metilo adyacente al doble enlace. Enton-

ces rapidamente esta molécula fija un atomo de oxigeno y se transforma en un

5



radical libre, identificado como “peroxil acido graso” quien oxida a otro PUFA,
iniciando asi una serie de reacciones en cadena. Este proceso es conocido
como lipoperoxidacion (LPO). Los productos finales de la lipoperoxidaciéon son
lipidos peroxidados que al degradarse originan nuevos radicales libres y una
amplia variedad de compuestos citotéxicos como aldehidos, entre los que des-
tacan el 4-hidroxinonenal (4-HNE) y el malondialdehido (MDA). Algunos estu-
dios mencionan que el MDA es mutagénico en bacterias y en células de mami-
feros y también es generadora de cancer en ratas.? Las consecuencias del da-
Ao en la estructura molecular del PUFA son mas evidentes cuando estos lipi-
dos forman parte de las membranas celulares, ya que alteran su cohesion,

fluidez, permeabilidad y funcién metabdlica.’

Otro grupo de moléculas que tienen propiedades reactivas son las que
se generan a partir del 6xido nitrico (NO, por sus siglas en inglés). Dichas
moléculas dan lugar a un grupo llamado especies reactivas de nitrogeno (NRS,

por sus siglas en inglés).

El NO por si mismo no dafa las moléculas celulares, pero si NO se

combina con el 02._, se genera peroxinitrito (ONOQ '), que si las desnaturali-

za.’

NO + 0,° » ONOO™
ONOO +H* » ONOOH
ONOOH \ » NO;

OH*



Cuando el ONOO™ esta en presencia de un proton (H") forma acido pe-

roxinitroso (ONOOH) el cual al transformarse en NOs (nitrato), libera un radi-

cal hidroxilo (OH.), que también es daiino para los tejidos.

La produccion de ROS se encuentra relacionada con algunos procesos
metabdlicos de la célula, y su sintesis no regulada, convierte la presencia de
ROS en un factor de riesgo toxico para ella. La célula regula la formacién de
ROS a través de dos sistemas. “El sistema antioxidante enzimatico”,”® el cual
comprende las siguientes enzimas: superoxido dismutasa (SOD), glutation pe-
roxidasa (GPx), catalasa (CAT) y tiorredoxinas (TXs), entre otras.”® El otro
mecanismo de control de los niveles de ROS involucra la participacion de las
vitaminas E y C, acido lipoico y los polifenoles, por mencionar algunos. A este

sistema se le identifica como “sistema antioxidante no enzimatico”.'’3

Cuando existe un desbalance entre la produccién de ROS y las defensas
antioxidantes (enzimatico y no enzimatico) se da un fenédmeno conocido como
Estrés Oxidativo. Las posibles causas son: disminucion en la actividad de las
enzimas que participan en el control de los niveles de ROS (SOD, GPx, catala-
sa, tiorredoxinas), una deficiencia en la dieta de antioxidantes, o bien un proce-
so infeccioso o inflamatorio, donde la produccion de ROS puede verse incre-
mentada mas alla de la capacidad antioxidante de la célula. De ahi que la con-
dicion de estrés oxidativo ha sido implicada en enfermedades cardiovasculares,

enfermedades neurodegenerativas, diabetes y cancer, entre otras.’'*



SISTEMA ANTIOXIDANTE ENZIMATICO
Superéxido Dismutasa (SOD)

Es una metaloenzima que se encuentra distribuida en organismos con-
sumidores de oxigeno, anaerobios tolerantes de oxigeno y algunos anaerobios
obligados." Se han reportado 3 tipos de SOD en humanos, Cu/Zn-SOD, Mn-
SOD y SOD (Ec-SOD) esta ultima se encuentra extracelularmente. Cu/Zn-
SOD se encuentra de manera abundante en el citosol y en menor cantidad en
el nucleo. Mn-SOD es localizada en la matriz mitocondrial. Ec-SOD esta pre-
sente en el plasma atado al sulfato de heparina en la superficie celular de en-
dotelio. Esta familia de enzimas es esencial para la defensa contra la toxicidad

del anién superoxido. Ellas catalizan la siguiente reaccion. '°1°

) SOD
20, + 2H* > H,O5 + O5

Glutatién (GSH)

Es un tripéptido (Glu-Cys-Gly) que presenta una distribucion variable y
constituye el compuesto tiolico de bajo peso molecular mas abundante en las
células de los mamiferos. Sus propiedades quimicas le permiten reaccionar
con otros compuestos oxidantes. Se sabe que glutation tiene varias funciones
fisiolégicas dentro de las cuales esta la defensa antioxidante, detoxificacion de
xenobioticos, modulacion del sistema redox (GSH/GSSG), regulacion de la

respuesta inmune y regulacion del metabolismo de leucotrienos y prostaglandi-



nas. EI GSH juega un papel muy importante en la regeneracion de otros anti-
oxidantes no enzimaticos como vitamina C y E en su forma oxidada. La enzima

especifica para GSH es Glutatién Peroxidasa (GPx)."®"

Glutation Peroxidasa (GPx)

Existen varias clases y varias isoenzimas de GPx. Estas enzimas catalizan la
remocion de peroxido de hidrogeno o de lipoperoxidos a través de una reaccion
acoplada a la oxidacion del glutation reducido (GSH). Las GPx’s se localizan
en el citosol, la mitocondria y en plasma. Estructuralmente estan conformadas
por cuatro monémeros y cada uno posee un atomo de selenio en forma de se-
lenocisteina. El valor de Ky de la GPx citosolica para el perdxido de hidrogeno
es mas bajo comparado con el de la catalasa por lo que esta enzima se con-
vierte en el principal regulador de los niveles de peroxido de hidrogeno en el
citosol. En mamiferos, los niveles de GPx en plasma son bajos y su funcién es

incierta, ya que la concentraciéon de GSH se encuentra en el rango pmolar.™ %8

La GPx cataliza la siguiente reaccion:

GPx
H,0O, + 2GSH > GSSG +2H;0




Catalasa

La catalasa es una enzima que posee 4 subunidades de proteinas, ca-
da una contiene un grupo férrico hem. Esta enzima se encuentra en los peroxi-
somas y esta en casi todos los tejidos animales, pero especialmente en el
higado vy eritrocitos; En cerebro, corazén, pulmon y musculo esquelético la acti-
vidad de esta enzima es mucho menor. Su funcion es regular los niveles de

H,0, a través de la siguiente reaccion.’®

Catalasa
2H,0, > 2H,0 + O,

Tiorredoxinas (Trx)

Cada célula se caracteriza por una concentracion particular de electro-
nes (estado redox), almacenados en muchos constituyentes celulares. El esta-
do redox de la célula y sus oscilaciones determinan el metabolismo celular. Ba-
jo condiciones fisioldgicas, la célula controla en un rango muy estrecho el esta-
do redox, similar a como regula el pH. Cambios en el estado redox modifican la
funciéon de muchas proteinas, debido a que ciertos residuos de Cisteinas (Cys)
son muy sensibles a estos cambios. Estas cisteinas se encuentran en forma
reducida (R-SH, tiol), pero pueden ser oxidados (R-S-S-R, puente disulfuro)
por agentes oxidantes, como el peroxido de hidrégeno. La tiorredoxina y la tio-
redoxin reductasa pertenecen a un grupo de proteinas identificado como pe-

roxiredoxinas, cuya funcion es regular los niveles de peroxido de hidrogeno y

10



por lo tanto, de mantener el estado redox, evitando que la célula tenga en un

estado oxidativo. ."®

Trx (SH)2 + H202 > TI’XSz + 2H20

SISTEMA ANTIOXIDANTE NO ENZIMATICO
Vitamina E

Por otro lado, la vitamina E (vit E) fue descubierta en 1922 como un fac-
tor necesario en la dieta de las ratas para su reproducciéon, estudios posterio-
res mostraron que la presencia de rancidez en la dieta de ratas y aves era la
causa de varias patologias, las cuales eran corregidas por la adicion de aceite
vegetal en el alimento. Mas tarde se demostré que el aceite contenia vit E, que
es una molécula liposoluble y su estructura incluye 2 grupos claramente estu-
diados, tocoferoles y tocotrienos.'® Existen 8 formas naturales, pero la mas po-
tente es el a-tocoferol. La funcién de esta vitamina es mantener la integridad de
los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga en la membrana plasmatica
de la célula. La vit E es probablemente el mas importante (pero no el unico)
inhibidor de las reacciones en cadena ocasionadas por la lipoperoxidacion.’
Esta presente en el interior de las membranas plasmaticas y lipoproteinas de la
sangre. La Vit E reacciona con los lipidos peroxil y alkoxil donando un hidroge-

no a ellos. Durante esta reaccién la Vit E es consumida y convertida en radical

de vitamina E (Vit E'), perdiendo su funcién antioxidante. Sin embargo, el

radical de Vit E° puede regresar a la forma activa (Vit E) a través del mecanis-

11



mo regenerador del sistema antioxidante, el cual descansa en el acido lipoico

(figura 2).119-21

Vitamina C (Vit C)

La vit C o acido ascorbico es un cofactor por lo menos para 8 enzimas,
las cuales estan involucradas en la biosintesis de colageno, ademas participan

en la regeneracion de la vitamina E (dona un electron al radical de vitamina E)

neutralizando al Oz._, H>0O, y HOCI. Durante esta reduccion la Vit C, se con-

vierte al radical semidehidroascorbato (Vit C.) la cual no es tan reactiva y pue-

de ser regenerada a su forma original (Vit C) por el acido lipoico (figura 1)'"212?

Acido lipoico (LA)

El acido lipoico (LA, por sus siglas en inglés) también es conocido como
acido alfa lipoico, acido thiotico, y acido 1, 2,-dithiolane-3 pentanoico. Se en-
cuentra presente en células procariontes y eucariontes. El LA esta formado por
una cadena de 8 carbonos, conteniendo dos grupos thiol.?® Se encuentra unido
como una lipoamida a un residuo lisina de las proteinas, participa como co-
factor enzimatico de las 2-oxo acido dihidrogenasas en la sintesis de energia.
El acido lipoico es reducido a acido dihidrolipoico (DHLA, por sus siglas en
inglés), el cual es subsecuentemente reoxigenado por la lipoamina desdidroge-
nasa (Lip-DH) en la presencia de NADH. Por lo que el LA y el DHLA actuan
acoplados como acarreadores de electrones del sustrato a la deshidrogenasa y

al NAD*. EL LA se pueden encontrar en alimentos de origen animal.®?* La

12



literatura menciona que el LA y DHLA quelan metales, actuan sinérgicamente
con otros antioxidantes regenerando a estos cuando se encuentran en su for-
ma inactiva y tienen efecto en la regulacion de proteinas y genes involucrados

en el metabolismo, por lo que el LA es nombrado “antioxidante universal”.?®

Dihydro- Thioredoxin,,
NAD' y : Vitamin E ROS
a-tocopherol
Thioredoxin,
|

{ Semi- dihydro- \
1
NADH |I '< ascorbate >
0 ]

A Digz-Cruz et al

|, | Ascorbate |
i I|
Pyruvale / Ubi-
semiguinone ViR
fitamin E
Glucase 6P i Ubiquinol radical 08

Ribose 5P

GSSG *—\/ " HO+ROH
Il|
{
s zmn_fL R-0-0H

. Figura 1.1
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Fenoles

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas, consideradas metabolitos secundarios de las plantas, con
diferentes estructuras quimicas y actividad. Dentro de los compuestos fendlicos
podemos encontrar moléculas que se les han adjudicado propiedades antioxi-
dantes: los fenoles, flavonoides, fluroglucinol y los fluorotaninos. Quimicamen-
te son substancias que poseen un anillo benceno, con uno o mas grupos
hidroxidos incluyendo derivados funcionales (esteres, metil esteres, glucidos,
etc).! El comportamiento antioxidante puede estar relacionado con su capaci-
dad para quelar metales, inhibir la lipooxigenasa y captar radicales libres, Sin
embargo, los polifenoles también pueden oxidarse y tomar el papel de prooxi-

dantes in vitro "2 En la literatura se menciona que los flavonoides tienen un

fuerte poder antioxidante contra O,°, OH®, RO,*, HOCL y ONOOH.?® Actual-

mente existen reportes donde se menciona el papel protector de los compues-
tos fendlicos en las enfermedades cardiovasculares, cancer, osteoporosis, en-
fermedades neurodegenerativas y diabetes mellitus.'®.?® Dentro de las fuentes
de estas moléculas podemos citar a las frutas y sus jugos, extractos de plantas
como infusiones, café, vino tinto, vegetales, cereales, chocolate y algas ma-
rinas.'?'3%"28 En particular las algas marinas (AM) estan expuestas a diferen-
tes fuentes oxidantes, como la combinacion de luz y oxigeno, esto hace que
sufran el ataque de diferentes formas de radicales libres. Las AM contienen en
su estructura acidos grasos poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés),
pero la ausencia del dano a estos, sugiere la presencia de varios sistemas de

defensa.?®**® Se ha encontrado que las algas marinas contienen algunos com-
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puestos fendlicos como el fluroglucinol y los flurotaninos responsables proba-

blemente del efecto antioxidante que se les ha adjudicado.’?"3?

Acido Linoleico Conjugado (CLA)

En los ultimos afios se ha encontrado que el acido linoleico conjugado
(CLA, por sus siglas en inglés) tiene propiedades anticancerigenas, antiatero-
escleroticas, inmunomoduladoras, antidiabéticas, contra la obesidad y muy re-
cientemente propiedades antioxidantes, aunque esta ultima sigue siendo muy
controversial. EI CLA es un isdmero posicional del acido linoleico (C18:2, cis-9,
cis-12). 3% La carne y los productos derivados de los rumiantes son las princi-
pales fuentes de CLA en la dieta para humano y desde que al CLA se le atribu-
yeron varias propiedades, se ha intentado enriquecer con CLA algunos deriva-

dos de la industria avicola, por ejemplo la carne y el huevo.**

SITUACION AVICOLA EN MEXICO

México ocupa el quinto lugar a nivel mundial (figura 2) y el segundo a
nivel continental en produccién de huevo, solo superado por los Estados Uni-
dos, en el 2008, Meéxico tuvo una produccion de 104 millones de cajas de
huevo y una tasa de crecimiento de 4.1% en la ultima década, situandose junto
con la carne de pollo como los productos de mayor dinamismo en el sector ga-

nadero mexicano.*°

Es importante sefalar que aunque el huevo ha enfrentado una fuerte

critica, por su contenido en colesterol, se sigue manteniendo como una de las
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principales fuentes de proteina de origen animal. Actualmente los avicultores
han enriquecido al huevo con acidos grasos omega 3 (w3), para contrarrestar
la imagen negativa que se le ha dado a este producto y darle un valor agrega-
do.*" Se sabe que los w3 participan en la prevenciéon de enfermedades cardio-
vasculares y algunos tipos de cancer.**** Los avicultores han logrado esto a
través de la adicion de ingredientes con un alto contenido en w3, como son: el
aceite de linaza ¢ aceite de pescado, que al mezclarse con el alimento pueden

ser depositados en el huevo, via la gallina de postura.*?

PRODUCTORES DE HUEVO 2008
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Figura 2. Fuente: Union Nacional de Avicultores de México (UNA).*°
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Contrariamente, estos aceites tienden a comportarse como agentes pro-
oxidantes.***® Es posible que debido a su alto contenido de &cidos grasos po-
linsaturados y convertirse asi, en un factor de riesgo para el desarrollo de un
cuadro de estrés oxidativo, de ahi que su uso podria modificar desfavorable-

mente los parametros productivos del ave.
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JUSTIFICACION

La inclusion de aceite de pescado en la dieta de gallinas de postura es
una practica actual para enriquecer al huevo con PUFA w3. Sin embargo, un
alto consumo de oxigeno debido a la demanda metabdlica del ave y la presen-
cia de PUFA, pueden favorecer el desarrollo de un Estado Oxidativo del ani-
mal. Por lo anterior se considera importante investigar si el consumo de aceite
de pescado con un alto contenido en PUFA w3 posee un efecto de tipo prooxi-

dante y si este efecto podria ser controlado con el uso de antioxidantes.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar en plasma de gallinas de postura el efecto prooxidante del aceite de
pescado, a través de algunos indicadores metabdlicos de estrés oxidativo, para

valorar el uso o no de antioxidantes en la dieta de las aves.

OBJETIVO PARTICULAR

Evaluar en plasma de gallinas de postura el efecto prooxidativo del aceite de
pescado a través de la determinacién de malonaldehido (MDA), Glutation pe-
roxidasa (GPx), y capacidad antioxidante/reduccion férrica (FRAP), para identi-

ficar el estado oxidativo del ave.
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HIPOTESIS

Los acidos grasos poliinsaturados contenidos en el aceite de pescado, favore-

ceran el desarrollo de un cuadro oxidativo en las gallinas de postura.
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MATERIAL Y METODOS

Las pruebas de campo se realizaron en diciembre y enero del 2008, en
el Centro de Ensefianza Investigacion y Extension en Produccion Animal
(CEIEPAV) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universi-
dad Nacional Autonoma de México, ubicado en Santiago Zapotitlan, Delegacion
Tlahuac en el Distrito Federal, a una altura de 2,250 msm. El clima de la region
esta clasificado como templado subhumedo, con una precipitacion anual de

747 mm, siendo enero el mes mas frio y mayo el mas caluroso.*’

Se utilizé una caseta de ambiente natural, en jaulas tipo comercial, te-
niendo para cada ave un espacio vital de 500cm?/ave. Las gallinas utilizadas
fueron de la estirpe Bovans White de 75 semanas de edad distribuidas de la
siguiente manera: 7 tratamientos con 5 réplicas y cada réplica tenia 6 aves,

dando un total de 210 aves (Cuadro 2).

Todas las dietas se formularon con base en sorgo-pasta de soya (Cua-
dro 3) y cubriendo las necesidades energéticas para la etapa de produccion
seguin el NRC*. El acceso al alimento y agua de bebida fue ad libitum las die-

tas se elaboraron en la planta de alimentos del CEIEPAv.
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TRATAMIENTO 1

TRATAMIENTO 2

TRATAMIENO 3

TRATAMIENTO 4

TRATAMIENTO 5

TRATAMIENTO 6

TRATAMIENTO 7

Cuadro 1. Tratamientos

Dieta basal

Dieta basal + AP (2.5%)

Dieta basal + AP (2.5%) + vit E (100mg/kg)

Dieta basal + AP (2.5%) + AM (4%)

Dieta basal + AP (2.5%) + AM (8%)

Dieta basal +AP (2.5%) + CLA (1%)

Dieta basal + AP (2.5%) + CLA (2%)

AP (Aceite de pescado); vit E (Vitamina E); AM (Algas marinas); CLA (Acido linoleico conjugado).
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Cuadro 3. Composicion de las dietas

T T2 13 T4 715 T6 T7
2.5%AP 2.5%AP 2.5%AP 2.5%AP 2.5%AP
DESCRIPCION TESTIGO | 2.5% < < < < <
. 100 4% AM 8% AM 1% CLA 2% CLA
mg/kg
Vit E
SORGO MILO 9% 24,720 24672 24712 | 23,795 @ 22155 @ 24,720 @ 24,720
8,164 8,164 | 8,164 8,384 8,774 8,164 8,164
CARBOBONATO DE CALCIO 4,955 4,955 | 4,955 4,347 3,842 4,995 4,995
ACEITE DE PESCADO (AP) 0 1,000 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,616 0,616 | 0,616 0,618 0,621 0,616 0,616
0,176 0,176 | 0,176 0,000 0 0,176 0,176
0,140 0,140 | 0,140 0,068 0 0,140 0,140
0,040 0,040 | 0,040 0,040 0,042 0,040 0,040
0,040 0,040 | 0,040 0,040 0,042 0,040 0,040
0,033 0,033 | 0,033 0 0 0,033 0,033
0,032 0,032 | 0,032 0,032 0,032 0,032 0,032
0,020 0,020 | 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020
0,020 0,020 | 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020
0,020 0,020 | 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020
0,012 0,012 | 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012
0,008 0,008 | 0,008 0 0 0,008 0,008
— 0,004 0,004 | 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004
0 0 0,000 1,600 3,200 0 0

ACIDO LINOLEICO CONJUGADO 0 0 0,000 0 0 2,000 | 4,000
(CLA)

40 40 40 40 40 42 44

-
o)
—
>
r
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Se tomaron muestras de sangre con EDTA para obtener plasma, las
muestras fueron centrifugadas a 1,500 rpm/10min,49 y almacenadas en con-
gelacion 0°C hasta ser analizadas. La duracién del experimento fue de 5 se-
manas, tomandose la primera como un periodo de adaptacion, los muestreos
se realizaron a la 2% y 4° semana de haber comenzado el experimento y 3 se-
manas después de haber terminado el mismo (8% semana). Las determinacio-
nes de los indicadores de estrés oxidativo del animal se efectuaron en el De-
partamento de Nutricion Animal y Bioquimica de la Facultad de Medicina Vete-

rinaria, UNAM.

Las muestras de plasma fueron sometidas a 3 diferentes determinaci-

nes: TBAR'’s, FRAP y actividad GPx.

Determinacién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

Las muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente y se tomo
una alicuota de 100uL de plasma la cual fue colocada en tubos con 1mL de
buffer de fosfatos 0.15M, pH 7.0, incubandose a 37°C por 30 min. Después se
le adiciond 1mL de acido acético al 20%, pH 2.5 mas 1.5 mL de acido tiobar-
biturico (TBA) al 8%, se agité la mezcla y se sometié a ebullicidn por 60min. Al
término de este tiempo los tubos se sumergieron en agua con hielo por 10 min,
para detener la reaccién. El siguiente paso fue agregarl 1 mL de KCl al 2% y 5
mL de butanol, se agitdé vigorosamente. Para finalizar se centrifugé a 5,000rpm
durante 5 min. Se cuantificd la absorbancia a 532 nm. Para los calculos co-
rrespondientes se realizé una curva con 1,1,3,3,-tetraethoxypropane (TEP) al

97% que se preparo previo al analisis de las muestras. EI TEP fue preparado
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de la siguiente manera: 73.2 ug de TEP fue diluido en 10 mL de HCI 0.1N y
puesto en ebullicion por 5 min e inmediatamente, el tubo se coloco en agua con
hielo durante 5 min. Después se le agregd 90 mL de agua destilada, a esta
solucion se identific6 como  TEP 1. A partir de TEP1, se tomo 1mL vy se di-
luydé en 99 mL de agua destilada obteniendo el estandar para la curva (TEP

2).50

Poder Antioxidante/Reduccion Ferrica (FRAP)

Se prepard una solucion identificada como mezcla de reaccion, elabora-
da con buffer de acetatos 300 mM, pH 3.6 mas hexahidrato de cloruro férrico
20 mM mas 2,4,6,-Tris(2-pyridil)-s-triazine (TPTZ) 10 mM disuelto en HCI
40mM en una relacion 10:1:1 respectivamente. En un tubo se agregaron 1.5
ml de la mezcla de reaccion y 50 yl de plasma, se agité vigorosamente y se
incubo a 37°C por 10 min. Se cuantificd la absorbancia a 593 nm. Para los

calculos se utilizé una curva de Fe 2 (FeSQ,).*"

Actividad de la glutatiéon peroxidasa (GPx)

Se preparé una solucién identificada como mezcla de reaccién con
NADPH 0.2 mM, glutation reducido 1TmM (GSH) y la enzima glutation reductasa
1Ul/mL, disueltos en 1.6 mL de buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.0) por muestra.

Se siguio el siguiente protocolo de trabajo:
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MEZCLA DE
BUFFER MUESTRA REPOSO H,0,
REACION

LECTURA LECTIRA
REPOSO
INICIAL FINAL

CONTROL 100l 800 pl - 5min 100 pl DOy 5min DO#in

PRUEBA 50 ul 800 ul 50 ul 5min 100 pl DO, 5min DOy,

Se pusieron todos los reactivos directamente en las cubetas que se utili-
zan para leer en el espectofotometro, excepto el H,0, Se incubé 5 min a T°
ambiente, después de este tiempo se adiciond el H,0, y se leyo inmediatamen-
te a 340 nm (lectura inicial) y nuevamente a los 5 min (lectura final).’*** Para

los calculos de NADPH oxidados se utilizaron las siguientes formulas:

Control Muestra
DO@ - DOfm_ =_ AA(‘(mtl‘()l Doﬂ— DOfI_n_ = AAmucstru
Tiempo (min) Tiempo (min)

Se sustituyeron los siguientes valores en la siguiente formula:

(AA™™ - AA™™") 3215.43 = nm de NADPH oxidado/min
DO = densidad optica

AA = absorbancia

3215.43 = coeficiente de extincion
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ANALISIS ESTADISTICO

Se empled un disefio estadistico completamente al azar con los 7 trata-
mientos con 5 réplicas, y 6 aves cada una. El analisis se realizo conforme al
modelo completo de parcelas divididas en el tiempo que se describe a continu-

cacion:**

Yik = 1 + a1+ dik + B + (aP)ij + eijk
1=1234,56,7 j=123 k=1,24,5

donde:

i = media general

a4 = es el efecto del i-éismo tratamiento

dik = es el error experimental aleatorio con un varianza 026
pi = es el efecto tiempo

(ap)ij = interaccion entre los tratamientos y tiempo

eijk = error experimental aleatorio con distribucion normal en las mediciones re-
petidas con varianza o2
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RESULTADOS

Malondialdhido (MDA)

El MDA es un intermediario del catabolismo de los acidos grasos lipope-
rooxidados, que junto con otros metabolitos de la célula reaccionan con el aci-
do tiobarbiturico (TBA), de modo que a estas moléculas se les identifica como
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBAR's), por lo tanto, su identifica-
cion son un indicador de dafo oxidativo. En el cuadro 4, se observa con res-
pecto a la variable tratamiento, una diferencia estadisticamente significativa (P
< 0.05) entre los tratamientos 2, 4 y 7. Con relacion a la variable tiempo, no se
observo ninguna diferencia estadistica. Por otro lado, en el cuadro 5, se expo-
ne, ademas de los datos obtenidos en la 22 y 42 semana, los datos registrados
en la 82 semana, asi como los promedios por tratamiento y tiempo. Se aprecia

a través de la significancia estadistica un efecto de tiempo y de tratamiento.

CUADRO 4

Dieta basal Dieta basal Dieta basal Dieta basal Dieta basal
+ + + + +

Dieta basal Dieta basal AP AP AP AP AP
+ + + + + +

AP Vit E100 AM 4% AM 8% CLA 1% CLA 2%
(2) mg/kg (4) () (@) (7)
(3)
22

semana

42 sema-

Niveles de equivalentes de MDA en plasma de gallinas de postura a las 22 y 42 semanas. Valo-
res con distinta literal en el mismo renglén son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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CUADRO 5

Dieta basal Dieta basal Dieta basal Dieta basal Dieta basal
+ + +
Dieta basal Dieta basal AP AP AP
+ + + +
AP Vit E100 AM 4% CLA 2%
2 mg/kg
I ) B

Niveles de equivalentes de MDA en plasma de gallinas de postura a las 22, 42 y 82 semanas. Valores con
distinta literal en el mismo renglén son estadisticamente diferentes (P<0.05)

Capacidad antioxidante (FRAP)

El principio de esta técnica se basa en una reaccion de oxido-reduccion,
en donde el ién férrico (Fe*") se reduce a i6n ferroso (Fe?*) debido a la capta-
cion de un electrén proporcionado por los antioxidantes contenidos en la mues-
tra. La concentracién del i6n ferroso se detecta por espectrofotometria y se
reporta como nmolas de Fe?*. La capacidad antioxidante esta representada por
una relacion directa con respecto a la concentracion de Fe?*. Los resultados
obtenidos en este estudio, son presentados en el cuadro 6, en donde se obser-
va (desde el punto de vista estadistico (P < 0.05)), un efecto de tiempo a la
segunda semana de muestreo. Con relacién al tipo de tratamiento, solo se
marca una diferencia estadistica (P < 0.05) para el tratamiento 4. En el cuadro
6, se suman los datos sobre la capacidad antioxidante, obtenidos en la 8% se-

mana y en donde se observa que la significancia estadistica en relacion al
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tiempo, se mantiene solo para la segunda semana y con respecto al tratamien-

to, observamos diferencias para los tratamientos 4 y 7.

CUADRO 6
Dieta basal Dieta basal Dieta basal Dieta basal Dieta basal
Dieta basal Dieta basal AP AP AP AP AP
AP Vit E100 AM 4% AM 8% CLA 1% CLA 2%
(2) mg/kg (4) (5) (6) (7)
22
semana 42.29
a a a a a a a a
42 sema-
na 35.86 | 41.18 | 43.85 | 32.84 | 38.00 | 41.20 | 44.22 | 39.59
b a a a a a a b
— 42.80 | 41.73 | 47.39 | 37.65 | 40.06 | 44.11 | 41.42
X ab a a b ab ab ab

Niveles de nmol de Fe*" en plasma de gallinas de postura a 22 y 4. Valores con distinta literal
en el mismo renglén son estadisticamente diferentes (P<0.05)

Dieta basal

Dieta basal
+
AP
(2)

CUADRO 7

Dieta basal

oS

AP
+

Vit E100
mg/kg
(3)

Dieta basal
+
AP
+
AM 4%
(4)

Dieta basal
+
AP
+
AM 8%
(5)

Dieta basal
+
AP
+
CLA 1%
(6)

Dieta basal
+
AP
+
CLA 2%
(7)

Niveles de nmol de Fe*" en plasma de gallinas de postura a 2, 4 y 8 semanas. Valores con

distinta literal en el mismo renglén son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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Glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de la enzima GPx se suma al grupo de indicadores metabdlicos
del Estrés Oxidativo, esta enzima regula la concentracion de H2O», y su activi-
dad se determina por medio de una reaccion acoplada, en donde se consume
GSH, el cual es regenerado a través de una reaccion de oxido-reduccion, via la
enzima glutation reductasa. En esta reaccion se libera NADP y cuyos niveles
son determinados espectrofotométricamente, por lo tanto, el NADP se convierte
en un indicador indirecto de la actividad de la enzima GPx. Los datos obteni-
dos de la determinacion indirecta de la actividad de la GPx para la segunda y
cuarta semana de tratamiento (Cuadro 8) y los resultados de la semana 8 post-
tratamiento (Cuadro 9), de este experimento, no muestran ninguna diferencia

estadistica en cuanto a las variables tiempo y tratamiento.

Dieta basal | Dieta basal | Dieta basal Dieta basal Dieta basal
+ + + +
Dieta basal | Dieta basal AP AP AP AP
+ + + + +
AP Vit E100 AM 4% AM 8% CLA 1%
(2) mg/kg (4) (5) (6)
(3)

Niveles de NADPH oxidado en plasma de gallinas de postura a 22 y 42. Valores con distinta literal en el
mismo rengléon son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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Dieta basal | Dieta basal | Dieta basal Dieta basal Dieta basal
+ + + + +

Dieta basal | Dieta basal AP AP AP AP AP
+ + + + + +

AP Vit E100 AM 4% AM 8% CLA 1% CLA 2%
@ mg/kg @) (®) @)
©)
22

semana

42
semana

Niveles de NADPH oxidado en plasma de gallinas de postura a 22, 42 y 82 semanas. Valores con distinta
literal en el mismo renglén son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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DISCUSION

En este trabajo, el efecto prooxidante del aceite de pescado quedo de
manifiesto cuando se midieron los niveles de MDA a la 8% semana (Cuadro 5).
A las tres semanas después de haber retirado de la dieta el aceite de pescado,
se registro una disminucién significativa en los niveles de MDA en el plasma,
con respecto a la variable tiempo. Este dato sugiere, que durante el consumo
de aceite de pescado, el ave produce MDA, y que en ausencia del aceite, no se
observan esos niveles de producciéon. Lo anterior coincide con lo reportado por
Garrido et al ** quienes muestran un incremento en los niveles de MDA en eri-
trocitos de rata, alimentadas con aceite de sardina (10 g/kg de peso) por un

periodo de 14 dias, en el mismo sentido, Miret et al/*®

indican que una dieta en-
riquecida con aceite de pescado modifica el metabolismo del hierro y promueve
un aumento en los niveles de TBAR’s (MDA) en plasma vy eritrocitos de rata.
Por otro lado, cuatro semanas de consumo de aceite de pescado fueron sufi-
cientes para causar una disminucion en la disponibilidad de antioxidantes en el
ave (Cuadro 6), debido probablemente a que estos fueron usados como protec-

tores contra el efecto prooxidante del aceite de pescado. Atalay et al,*®

reporta-
ron que el aceite de pescado incrementd la actividad de las enzimas catalasa,
glutation peroxidasa y glutatiéon-S-transferasa en higado de rata, demostrando
asi el efecto prooxidante del aceite, sin embargo, en este trabajo, el consumo
de aceite de pescado no modifico la actividad de la enzima glutation peroxidasa
en plasma, es probable que para esta especie, el plasma no sea la muestra
idénea para demostrar la actividad de esta, a pesar de que en otras especies si
se han observado cambios en la actividad de esta enzima a nivel de

plasma.>>®°
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Con respecto a la variable tratamiento, en este experimento, ningun tra-
tamiento (vitamina E, algas marinas y acido linoleico conjugado) mostro un cla-
.. . . . 12,19,20, 31-

ro efecto antioxidante como el que se les adjudica en la literatura.
333639 Sin embargo, si se aprecian diferencias numeéricas, lo que significa que

el consumo de aceite de pescado podria ser un factor de riesgo para el desa-

rrollo de un cuadro de estrés oxidativo en el animal.
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CONCLUSIONES

Con base a los resultados de este trabajo, se concluye que el uso de
aceite de pescado como fuente de acidos grasos ®3 debe ser analizado con
mas detalle, ya que, como ha sido demostrado por varios autores y en este tra-
bajo, posee un efecto pooxidante, que puede ser desde el punto de vista me-
tabdlico, mas perjudicial para la salud del ave, que el beneficio productivo de

enriquecer al huevo con este tipo de acidos grasos.

Se propone considerar las siguientes sugerencias:

1. Aumentar el numero de animales por repeticiones y numero de repeti-

ciones.

2. Seleccionar un solo antioxidante.

3. Revisar el tiempo de exposicidn al aceite de pescado.

4. Analizar el grado de rancidez del alimento

5. Tomar muestras en tiempo mas cortos durante el experimento y después

del experimento.
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