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RESUMEN
El estudio sobre el estrés oxidativo en organismos acuaticos ha venido cobrando
gran importancia en los Gltimos arios, particularmente en especies con mayor valor
comercial como a tilapia. Se ha analizado con mayor amplitud la induccion de esta
condicién por la contaminacién quimica o biologica del medio acuético, aunque se

sabe que la alteracion de aigunos para ala
calidad del agua como la temperatura asi como la concentracién de oxigeno y
amonio provoca la induccion del estrés oxidativo. En este trabajo se analizé el
impacto de la inclusion de harina de subproductos de mango cv. Ataulfo y un extracto
acuoso de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) como fuente de antioxidantes naturales en
la elaboracion de una dieta funcional para tilapia (O. niloticus) sobre el estrés
oxidativo inducido por un descenso abrupto de Ia temperatura, En la primera etapa,
organismos de 158.59£8.79 g fueron divididos en 3 tratamientos, segin la dieta
correspondiente: comercial, de referencia y con inclusion de harina de subproducto
de mango y extracto de jamaica. Durante esta primera fase (6 semanas), los

fueron segin su para permitir el consumo de los

antioxidantes contenidos en las mismas. En Ia etapa 2, la temperatura del agua se
disminuy6 de 27 810.90°C a 18.49:0.09 °C y se mantuvo durante 24 h con la adicion
de agua-hielo. En la etapa 3, la temperatura fue reestablecida a 27.8:0.90°C y
mantenida durante 24 h. Se analizo la actividad antirradical y el contenido de algunos
compuestos bioactivos en las dietas, asi como el higado y branquias de los
organismos para determinar su posible bioacumulacion. Respecto al estrés oxidativo,

se analizaron algunos de los mas como
oxidacion proteica y actividades enzimaticas de catalasa, glutation peroxidasa y
superéxido dismutasa. En cuanto a la evaluacién de actividad antioxidante en la
dietas y el contenido de compuestos bioactivos, la dieta con mango y jamaica
presenté los valores mas elevados (P<0.05), mientras que en los valores de
biomarcadores de estrés oxidativo, los organismos alimentados con esta misma dieta
presentaron los valores mas bajos (P<0.05). Los resultados del presente estudio
sugieren que la DRMJ confiere un efecto quimioprotector a los organismos contra el
estrés oxidativo inducido por bajas temperaturas del agua



INDICE DE CONTENIDO

Tema Pagina
Oficio de aprobacién de Posgrado i
Oficio de aprobacion de Comité Tutorial b
Agradecimientos. v
Dedicatoria v
Restmen vi
1 12
2. Revision de lteratura 14
2.1 Biologia y habitat de Ia tiiapia 14
2.1.1 Antecedentes histdricos 14
212 Rasgos 15
2.1.3 Paises productores 16

2.2 EIMango .............. . 18
221 Composicién quimica y nutrimental del mango 18
2.2.2 Produccion mundial del mago 1
23 Lajamaica . 21
231¢C quimicay 4
23.2 Aprovechamiento de los desechos agroindustriales 24
2.4, Estrés oxidativ 5
2.4.1 Definicion 5
2.42 Radicales libre 2
243 Causas de Estrés Oxidativo... 7

2.4.4 Efecto de las bajas temperaturas sobre el estrés oxidativo de los peces ......28

2.4.5 Danos causados por estrés oxidativo 29
2451 én lipidica (LPO) 30
2.4.5.2 Oxidacién de proteinas 31
2.4.5.3 Daflo en acidos nucleicos 31

246 Mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo 3



2461 kil
2.4.6.2 Enzima: 4
24621 Catalasa 4
2.4.62.2 Glutatién 6
2.4,6.2.3 Superoxido dismutasa 36
2.5, Antioxidantes en alimentos acuicolas 37
2.5.1 Fuentes de anti natural 39
3 42
4. Hipétesis 43
5. Objetivos 44
5.1 General 44
52P: 44
6. Materiales y métodos 45
6.1 Disefio 45
62 6n de harina de de mango 45
6.3 Elaboracion del extracto acuoso de jamaica 45
6.4 de las dietas 47
6.5 Bioensayo 47
6.6 Determinaciones analiticas en las dietas 48
6.6.1 Andlisis quimico-p: 1 48
6.6.1.1 Humedad 48
6.6.1.2 Proteina 48
6.6.1.3 Lipidos 49
6.6.1.4 Ceniza _ 50
66.2 Actividad y fendlicos totale: 50
6.6.2.1 Actividad (DPPH) 50
6.6.2.2 Compuestos fenolicos totales (CFT) . 51
6.6.3 Determinacién de a-tocaferol y B-carot 51
6.7 Evaluacién del estrés oxidativo 5:
6.7.1C de proteinas 53
6.7.2 Cuantificacién de grupos carbonilos (oxidacién de proteinas) 53

vili



67.3C dela én lipidica (LPO) 54
6.7.4 Determinacion de Ia actividad de catalasa (CAT) . 55
6.7.5 Determinacion de la actividad de glutation peroxidasa (GPx) .55
6.7.6 Determinacion de la actividad de superéxido dismutasa (SOD) 56

6.8 Analisis de datos 57

7. Resultados y discusion . 58
71.¢ quimico-pr 1 de fas dietas 58

7.1.2 Actividad ical y contenido de bioactivos .61

64

721 64
722 fisico-quimicos del agua 64
7.23D de bioactivos en tejidos. 66
7.3 Evaluacion de marcadores de estrés oxidativo 70
7.3.1 Oxidacién de lipidos 0
7.3.2 Oxidacion de proteinas 75
7.3.3 Actividad enzimatica de catalasa 79
7.3.4 Actividad tica de glutation 84
7.3.5 Actividad enzimética de superoxido dismutasa 89

8.C 95

9. Perspectivas 9%

10 97

11. Anexos. 11



INDICE DE TABLAS

Compasicién nutrimental del mango

2 ¢l de los. i en funcién al de accién

w

Andlisis proximal de insumos para dietas experimentales.

4 6n de las dietas exp

o

Composicién proximal de las dietas experimentales.

o

Contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidantes de las
dietas experimentales.

~

Parametros de on biolbgica,

®

Variables fisicoquimicas del agua para tilapia.

©

Contenido de compuestos bioactivos en higado

10. Contenido de compuestos bicactivos en branquias

20

60

62

85

67

68

69



INDICE DE FIGURAS

1. Descripeion 6gica de la tilapia.....

~

Distribucion geografica de la tilapia en el mundo,

@

El mango cv ataulfo

IS

Calices de jamaica.

o

Esquema del ciclo redox en el estrés oxidativo.

o

Distribucion de tratamientos en tanques experimentales

~

Determinacién de oxidacién lipidica en higado,

®

Determinacion de oxidacion lipidica en branguias.

©

Determinacién de oxidacion proteica en higado

10. Determinacion de oxidacién proteica en branquias

11 Determinacién de actividad de CAT en higado.

12. Determinacién de actividad de CAT en branquias..

13. Determinacién de actividad de GPx en higado.

14, Determinacién de actividad de GPx en branquias.

15. Determinacién de actividad de SOD en higado,

16. Determinacion de actividad de SOD en branquias. ...

86

87

90

92



1. INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad econdmica muy imp para la

humana ya que produce alrededor del 50% del pescado que se consume a nivel
mundial. En México presenta un buen desarrollo debido a la adaptabilidad y

susceptibilidad que tienen muchas especies a ser cultivadas, asi como la gran
aceptacion de alimento que aporta. Especies como la trucha, carpa y tilapia son de
las més cultivadas y esta ultima es de las que mas rapidamente se ha introducido en
la acuicultura, debido a su facilidad de manejo y capacidad de adaptacion a
condiciones adversas en su medio de cultivo; también porque presenta una gran
demanda tanto en el mercado intemo como en Norteamerica (FAO, 2011)

La tilapia nilética (Creachromis niloticus) es un pez nativo de Africa, posiblemente el
mas importante dentro del grupo de peces de aguas calidas y una de las especies
predominantes en el comercio a nivel mundial. Gémez et al. (2003) afirman que las
principales ventajas son su bajo costo de produccién, calidad de carne, facil
reproduccion y una rapida tasa de crecimiento. En México se producen alrededor de
80,000 t anuales de esta especie mediante la acuicultura, particularmente el estado
de Nayarit se encuentra en los primeros lugares de produccién, misma que asciende
21,600 t anuales (CONAPESCA-CSPT, 2014)

La acuicultura tiene grandes retos por superar dentro de los que se encuentran el

aumento de la on, la on en los costos y que provocan
Ia aparicién de distintas patologias que interfieren con un buen desarrolio del cultivo.
Se ha reportado que algunos factores, tales como los pesticidas, metales pesados,
condiciones climaticas y fisicoquimicas adversas provocan estrés oxidativo. Esta
condicion fisioldgica se define como la exposicion de células o tejidos a un exceso de
sustancias oxidantes, particularmente radicales libres y especies reactivas al oxigeno
(EROS). Dicha situacién conlleva al desequilibrio entre las sustancias oxidantes y las
antioxidantes a favor de las primeras, provocado por factores como deficiencias en
el sistema i i por quimicos i asi como por

cambios abruptos en la temperatura del agua, altas concentraciones de amonio y
bajas concentraciones de oxigeno disuelto (Cruz et al,, 2011). Se han desarrollado
numerosas investigaciones con el propésito de encontrar aftemativas para erradicar
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esta condicién, sobre todo se han enfocado en la utilizacion de antioxidantes
sintéticos y naturales suministrandolos a los organismos en culivo, ya sea de
manera directa (intraperitoneai), disueitos en el agua o bien mediante una dieta
suplementada con la inclusion de estos compuestos antioxidantes (Sanchez, 2013)

Actualmente se ha optado por sustituir los antioxidantes sintéticos por naturales y
con ello evitar los efectos adversos que estos conllevan, ya que se sabe que son
cancerigenas (Sénchez, 2013). Los antioxidantes naturales que se han utiizado se
extraen de distintas fuentes, tales como tomate, cebolla, brocoli y distintas especias

culinarias como orégano, laurel, canela, clavo entre otros. Se sabe también que el

mango tiene gran cantidad de bioactivos y )
principalmente) asi como la jamaica, que contiene antocianinas, quercetinas, otras
sustancias polifenéficas y que ademas presenta propiedades antibacterianas.
diuréticas e hipocolestorémicas (Barreto et al, 2008; Hirunpanich et al., 2005)

En el estado de Nayarit se encuentran algunas empresas que se encargan de
despulpar mango, generando grandes cantidades de desechos de esta actividad y
que necesitan ser empleados o efiminados de alguna forma amigable con el medio
ambiente. Asi mismo, en algunos municipios del estado se desperdician gran
cantidad de calices de jamaica que no alcanzan los estandares de calidad para ser
exportados y es necesario conferirie valor agregado, para que los productores
obtengan la mayor cantidad de ganancias y que continden con su cultivo

Las investigaciones que se han realizado han monitoreado el comportamiento de
diversos parametros denominados "biomarcadores de estrés oxidativo”, dentro de los
que se encuentran la oxidacion de Iipidos y proteinas, actividades enzimaticas de

catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), glutation-

transferasa (GST), glutation reductasa (GR). Estos marcadores se han evaluado en
tefidos como higado, branquias, riAén, sangre, bazo y musculo. Debido a que se
buscan aternativas para disminuir o erradicar este problema mediante la aplicacién
de antioxidantes naturales, este estudio tiene como objetivo incluir harina de
subproductos de mango y extracto acuoso de jamaica en una dieta como fuente de
compuestos antioxidantes y evaluar el impacto sobre la condicion de estrés oxidativo
en tiapia sometidas un descenso abrupto de Ia temperatura del agua (estrés agudo).

13



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Biologia y habitat de la tilapia

La tilapia del Nilo es una especie tropical que prefiere vivir en aguas someras. Las
temperaturas letales son: inferior de 11-12 °C y superior de 42 °C, en tanto que la
temperatura bptima de crecimiento oscila entre 26 y 32 “C. Es un organismo
omnivoro que se alimenta de fitoplancton, perifiton, plantas, pequefios invertebrados,
fauna béntica y desechos. Puede filtrar alimentos tales como particulas suspendidas.
incluyendo el fitoplancton y bacterias que atrapa en las mucosas de la cavidad bucal,
aunque la mayor fuente de nutricion la obtiene pastando en la superficie sobre fas
capas de perifiton (FAO, 2010).

En estanques, Ia tilapia alcanza su madurez sexual a la edad de 5 6 6 meses y el
desove inicia cuando la temperatura alcanza 24 °C. El proceso de reproduccion
empieza cuando el macho establece un territorio, excava un nido a manera de crater
y lo vigita. La hembra madura desova en el nido y tras la fertilizacion por el macho, la
hembra recoge los huevos en su boca y se retira. Esta incuba los huevos en su boca
y cria a los organismos hasta que se absorbe el saco vitelino. La incubacion y
crianza se completa en un periodo de 1 a 2 semanas, dependiendo de la
temperatura. Cuando se liberan las crias, estos pueden volver a entrar a |2 boca de
la madre si les amenaza aigin peligro, siendo una incubadora bucal materna. Ef
numero de huevos de una ovoposicién es mucho menor en comparacion con la

mayoria de otros peces de cultivo (Soto, 2010; FAO 2011)

2.1.1 Antecedentes histéricos

En 1978, la tilapia del Nilo se introdujo a China, actualmente el principal productor
mundial y que continuamente ha producido més de la mitad de la produccion global
de 1992 a 2003. La cria incontrolada de tilapia en estanques que condujo a un
excesivo reclutamiento, enanismo y un bajo porcentaje de peces de talla comercial,
empaé el entusiasmo inicial que se habia generado por la tilapia como un pez para
alimentar a vastos sectores de la poblacién. El desarrollo de técnicas de reversion

sexual mediante hormonas en los afios 70's represento un triunfo importante que

permitio el cultivo de hasta tallas uniformes.



Adicionalmente, la investigacién en nutricién y sistemas de cultivo, junto con el
desarrollo del mercado y avances de procesamiento, condujeron a una rapida
expansion de la industria desde mediados de los afios 80's. Se cultivan diversas
especies de tiapia a nivel comercial, pero fa tilapia del Nilo es la predominante
mundialmente (FAO, 2010)

2.1.2 Rasgos morfologicos

La tilapia presenta un cuerpo comprimido, escamas cicloideas asi como ausencia de
protuberancia en la superficie dorsal del hocico. EI primer arco branquial tiene entre
27 y 33 filamentos branquiales, 1a linea lateral se interrumpe, tiene espinas rigidas y
blandas continuas, aleta dorsal con 16 o 17 espinas y entre 11 y 15 rayos. La aleta
anal tiene 3 espinas y 10 u 11 rayos y posee aleta caudal lrunca. Las aletas pectoral,
dorsal y caudal adquieren una coloracion rojiza en temporada de desove y una aleta

dorsal con numerosas lineas negras (Figura 1).

2.1.3 Paises productores

De acuerdo con la FAO (2011), Ia tilapia ha calonizado habitats diversos, pues es un
pez de aguas célidas, duices y salobres que puede adaptarse a bajas
concentraciones de oxigeno, por lo que también es comin que habite en aguas
(lénticas), permaneciendo en zonas poco profundas y cercanas a las orillas. La tilapia
se ha introducido en todo el mundo y se cria de manera generalizada en trépicos y
2zonas subtropicales. Aunque Asia domina la produccion en la actualidad, se cria
cada vez mas en condiciones ambientaimente controladas en climas templados. Se
encuentra naturalmente distribuida por América Central, sur del Caribe, sur de
Norteamérica y el sudeste asiatico y Medio Oriente y Africa (Figura 2)



Aleta dorsa

Aleta Aleta anal Aleta

Aleta
pectoral péMca caudal

Figura 1. Descripcion morfologica de la tiapia. Ubicacion de los tejidos externos mas
importantes el organism. Tomado de www. Sagarpa gob.mx



Figura 2. Distribucion geografica del cultivo de tilapia en el mundo. Tomado de
www sagarpa. gob. mx



2.2 El mango
€1 mango (Mangifera indica L.) (Figura 3) pertenece @ la familia Anaridiaceae que
incluye alrededor de 600 especies. Es una fiuta popular y conocida como el rey de

las frutas, se cree que es una de las mas antiguas cultivadas, su origen se encontro

en la region Indoburma (Asia, B India). La 6ptima de
de la planta es de 24°-27°C, en suelos con pH alrededor de 5.5-7.5, crece en zonas
tropicales a una altitud de hasta 4,000 msam y a 2,000 msnm y en zonas donde las
estaciones estén muy marcadas (Purseglove, 1974). Es una fruta climatérica que en
estado de maduracion es ideal para consumo y tiene una vida de anaquel muy corta
De acuerdo con el Comité Sistema Praducto Mango, en México existen diversas
variedades como: Tommy, Haden, Ataulfo, Manila, Keitt, Manzana, Pina canario,
Sensation y Kent. que se encuentran disponibles en verano (CSPM, 2010),

Eltamanio del fruto varla de 2.5-30 cm de largo, su forma es ovalada o redonda, con
un hueso interior de tamario significativo, crece en arboles de hoja perenne, presenta
grandes variedades de tamario y caracteres. El color depende de la region donde
este cultivado, pero abarca mezclas de verde, amarillo y rojo (Popenoe, 1974).

2.2.1 Composicion quimica y nutrimental det mango

La semilla del mango abarca del 9 al 27% aproximadamente del peso total de la
fruta, el color de su piel y pulpa varla con la madurez y el cultivo, es buena fuente de
provitamina A y su contenido de carotencides aumenta durante su madurez (Lako,
2007). La parte comestible del fruto corresponde entre el 60 y 75%, su componente
mayoritario es ef agua (84%), su contenido de aziicar varia entre 10-20% y con una
baja cantidad de proteinas (0.5%). También contiene gran cantidad de acidos, donde
el predominante es el 4cido citrico, presentando cantidades considerables de acido
malico, succinico, urénico, tartarico y oxalico (Jagtiani e al., 1988). £l mango es una
fruta popular y en su mayoria es consumido en estado fresco, ya que es considerada
una de las frutas tropicales mas deliciosas (Lako, 2007), es también una importante
fuente de vitaminas y minerales (Tabla 1)



Figura 3. Mango cv. Ataulfo en madurez de consumo (Manguifera indica L.).



Tabla1.C del mango por cada 100 g
Componente Contenido
Agua 817g T
Proteinas 079
Grasa 0449
Carbohidratos totales 1689
Fibra 08g
Calcio 10mg
Fosforo 13mg
Hierro 0.4mg
Sodio 7 mg
Vitamina A 4,800 U
Tiamina 0.05mg
Rivoflavina 0.05 mg
Niacina 1.1mg
Acido ascortico 35mg

Tomado de: Stafford [1583)



2.2.2 Produccién mundial del mango

Los principales paises productores de mango a nivel mundial son India, China,
Pakistan, México, Tailandia, Indonesia y Brasil (FAOSTAT, 2011). En el afo 2006,
México participo con 6.1 % del total de la produccion mundial por debajo de India,
China y Pakistan. El rendimiento promedio mundial de los afios 2004 a 2006 fue de
7.9 t por hectarea, segun los datos estadisticos reportados por ia FAO (2011). En la
base de datos de la FAO se han reportado que algunos paises abtienen hasta 40 ton
por hectérea, como sucede en Samoa, o como en las Polinesias donde reportan mas
de 31t por hectarea. Brasil, Pakistan y Meéxico son los paises que han reportado los
mayores rendimientos en los Gltimos aios

A nivel nacional se tienen plantadas aproximadamente 181,000 hectareas
(SAGARPA, 2012) y se producen mangos de diferentes cultivares, los cuales son
consumidos o demandados para diversos fines, de hecho, nuestro pais ocupa el
primer lugar por volumen de exportacion en el mundo. En México, la mayor parte de
la superficie cultivada se ubica en los estados de Veracruz, Michoacan, Guerrero,
Oaxaca, Nayarit, Sinaloa y Chiapas. En los Gltimos tres afios, Guerrero con 295,952
ton, Sinaloa con 244,642 ton, Nayarit con 238,625 ton y Oaxaca con 197,971 ton,
encabezan la lista con el mayor volumen producido. Cabe mencionar que éstos se
encuentran en los primeros puestos en produccion de este fruto debido a que
cuentan con una amplia superficie para su plantacion, asi como por los altos
rendimientos que obtienen (SAGARPA, 2012).

2.3 La jamaica

La planta de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) (Figura 4) es originaria del Continente
Asiatico y fue llevada a paises africanos (Morton, 1987). Sin embargo, Wilson (1994)
con base en estudios citogenéticos determind que el centro de la biodiversidad
genética del género Hibiscus seccion Furcaria, se localiza en Africa. Eventualmente
fue adaptada para su cultivo en regiones tropicales y subtropicales en diferentes
paises de Centro y Sudamérica, habiéndose introducido a México por los esparioles
en la Epoca Colonial (Morton, 1987)



Figura 4. Calices de jamaica en madurez de consumo (Hibiscus sabdariffa}. Tomado
de Lin et al. (2007)



En Brasil se cultiva desde ef Siglo XVII, pero llegé a Ia isla de Jamaica en 1707,
donde fue bautizada con el nombre de ese pais y alrededor de 1840 se empez6 a
cultivar en Guatemala

£l cultivo de la jamaica ests muy ligado a la produccion local y regional y se
aprovecha en su mayoria en la venta del caliz seco. Muchos de los productores le
dan un valor agregado mediante fa elaboracién de productos simples, tales como
infusiones concentradas, mermeladas, salsas, licor entie olros (Camelo et af,, 2013}
Actualmente existen cuatro variedades con un nimero de registro provisional ante el
Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS), cuyos nombres
comunes son: alma blanca, cotzaltzin, tecoanapa y rosaliz. Asimismo, otras
variedades que se pueden encontrar en Ias diferentes zonas productoras del pais
son conocidas como: criollas, jersey, china, reina, rica, victor, archer, altima y real, en
algunos casos el mismo material se conoce con diferente nombre en los estados
productores (Lin et al,, 2007).

Los calices de jamaica tienen gran Giversidad de usos, como por ejemplo se le
extraen sus pigmentos para utilizarse como colorantes en la industria textil y
cosmética. Actualmente se comercializan distintos productos tales como el té, licores,
jaleas, mermeladas y gelatinas. asi como helado, jarabes, colorantes naturales,
aderezos, conservas y bebidas refrescantes. Las hojas tiemas se consumen en
ensaladas y se utilizan como alimento para aves y como abono organico. La fibra se
emplea para elaborar cordones que sustituyen al cafiamo o yute, por Ultimo se
extraen aceites comestibles a partir de la semilla (Araiza-flores et al, 2014)

En Mexico, se estima que su consumo asciende a 14 mil ton al afio, de fas cuales
menos del 40% corresponde a produccién nacional y el resto corresponde a la
importada de paises como Sudan, Nigeria y Senegal. La jamaica procedente de
Sudan cuesta en el mercado nacional $50 mexicanos pesos por kilo a mayoristas y
se vende al consumidor final en $75. precio muy por debajo del que se paga por la
jamaica organica que se produce en México, que llega al comprador final a $200.
Cabe senalar que el bajo pracio de Ia jamaica importada de Sudan se debe a que se
ha sometido a un proceso industrial, mediante el cual le extrae gran parte de sus
componentes principales (Medina e al., 2013).



234¢C 6n quimica y

Los calices de jamaica dentro de su compasicion proximal contienen agua, proteinas,
grasa, fibra, cenizas. calcio, fosforo, hierro, tiaminas, riboflavina niacina y acido
ascorbico. Las semillas contienen también proteinas, acidos grasos, celuosa y
almidén (Abou et &k, 2011)

Las infusiones de jamaica son un poderoso astringente y favorecen la digestion,
también son un buen agente emoliente y sedativo, ademas de utilizarse en
condiciones biliares complicadas, en casos de tos, dispepsia y disuria. Por otro lado,
se ha comprobado que la jamaica reduce la presion arterial, estimula el peristaltismo,
y combinado con jugo de pifa pulveriza los calculos en el rifon (Mungole y
Chaturvedi, 2011). En la actualidad, la poblacion en general presenta factores de
riesgo muy elevados para padecer enfermedades coranarias, por lo que instituciones,
del sector salud en México han propuesto el estudio en ef consumo de la jamaica
como una alterativa viable y efectiva para la prevencién de dichos padecimientos y
Ia reduccion de grasas en el torrente sanguineo (Lin et al, 2012)

232 de los desechos

en la industria de de frutas y vegetales los principales
destinos de los residuos organicos generados en sus procesos son la alimentacion
animal o desecho en vertederos. Sin embargo, estos subpraductos contienen
sustancias tales como azicares, 4cidos orgnicos, sustancias colorantes, proteinas,
aceites y vitaminas que pueden ser de interés en la industria alimentaria,
farmacéutica, quimica y cosmética. Durante las Gltimas décadas ha aumentado ta
industrializacién de subproductos citricos orientados a ta extraccion de flavonoides,

y naringina, en la industria Los
son utiizados como pigmentos naturales para mejorar la coloracién de jugos,
concentrados y bebidas refrescantes (Infoagro, 2002). En el caso de los
subproductos de tomate, cada dia es més valorado el licopeno, ya que estudios
recientes lo han relacionado con la prevencion de cancer de prostata, asi como una
menor incidencia de afecciones coronarias. La céscara de manzana es empleada en

la alimentacion animal. después de deshidratada puede emplearse para la
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produccién de pectina, ademas puede usarse directamente como fibra dietética o
como relleno de tartas. La cascara de mango también es utilizada para la extraccion
de pectina (Ferreira, 2001)

Otro desecho utilizado como fuente de fibra son las cascaras de pifia, que se usan
para fa elaboracién de galletas, panques y tartas, la fibra del bagazo de cana se
incorpora en tortillas y la de citricos, mientras que la cebada y salvado se utilizan
directamente como complementos de fibra (Pérez, 2003). Lo anterior hace constar
que se busca dar uso a todos los subproductos o desechos de cualquier proceso
industrial, ya sea ¢ en la on de algin otro

producto, o mediante la extraccion de alguno de sus componentes quimicos. En

cualquiera de los dos casos, la intencion final es conferirles valor agregado.

2.4. Estrés oxidativo
2.4.1 Definicion

El estrés oxidativo se define como la condicion en la que la concentracion de
sustancias prooxidantes es mayor a la de las antioxidantes, lo que conlleva a un
desorden fisiologico en el organismo (Vinagre et al, 2012). Un elemento clave en
esta condicion es el oxigeno, que puede considerarse un nutriente esencial para los
manmiferos, ya que a partir de &l obtienen la energia necesaria para satisfacer sus
necesidades en la respiracion celular, ademas, no puede ser sintetizado ni ser
sustituido por otro elemento. A pesar de ser esencial, puede resultar toxico
suministrado en concentraciones elevadas e incluso en concentraciones similares a
las del aire. En 1777 se describieron por primera vez los efectos negativos del
oxigeno sobre los seres vivos, aunque inicialmente se pens que la toxicidad del
oxigeno se debla a que inactivaba directamente aigunas enzimas celulares,
posteriormente se propuso que los efectos nocivos del oxigeno se debian a los
radicales libres y a otras especies reactivas del oxigeno (EROs) que se originaban a
partic de &l (Gershman, 1964). Esta hipétesis fue desarrollada y aceptada cuando se
descubrié la superéxido dismutasa (SOD), una enzima que cataliza la reaccién de
dismutacién del radical superéxido (O--2) para formar peréxido de hidrégeno (H;02)
(Fridovich, 1975).



Los combustibles biolégicos son oxidados por el oxigeno que se feduce
escalonadamente en la cadena respiratoria liberando energia gradualmente. Esta
reduccin es completa en su mayor parte, pero hay una pequeiia proporcion (2-5%)
en que se produce de manera incompleta, formandose moléculas con electrones no
apareados en su Ultima capa electronica, que son extremadamente reactivas y se

denominan radicales libres (Mataix y Battino, 2002)

2.4.2 Radicales libres
Un radical libre (RL) se define como cualquier especie quimica capaz de existir de
forma independiente y que presenta uno o mas electrones desapareados en su
estructura (Hallwell et al, 1992). Como consecuencia, son extremadamente
reactivos y por tanto tienen una vida corta y una concentracion baja en su estado
reactivo. Estos pueden ser cationicos, anidnicos o neutros y normalmente son muy
nocivos para la célula. Dependiendo del elemento al que pertenezca el electrén
desapareado, seran radicales libres del carbono, azufre, oxigeno, siendo, estos
iltimos, los més abundantes y de mayor importancia biolégica (Pryor, 1986;
Cadenas, 1989)

En este contexto, son de gran importancia las denominadas especies reactivas (ER),
entre las que destacan las especies reactivas del oxigeno (ERO) donde se engloban
el anion superdxido (O--). el anion peroxido (Oz), el radical perhidroxilo (HOz) y el
radical hidroxilo (OH:) y compuestos no radicales, tales como el peroxido de
hidrégeno (H:0z). el oxigeno singlete (10z), &l 0zono (Oy) y ei 4cido hiplocoroso
(HCIO) (Mataix y Battino, 2002). Estas moléculas se estan produciendo
continuamente en los sistemas bioldgicos, muchas son productos intermedios en
diferentes reacciones enzimaticas y algunas resultan bensficas para el organismo
(Southorn y Powis, 1988; Chanock ef al, 1994). No obstante, también algunas de
estas especies reactivas pueden provocar graves danos celulares (Halliwell y
Gutteridge, 1999). Asi, el radical superéxido que se genera principaimente en la
mitocondria, afecta a enzimas como la xantino oxidasa y aldehido oxidasa y se ha
observado su participacién en numerosos procesos citotdxicos, a pesar de ser una
especie menos reactiva que otros radicales (Fridovich, 1976: McCord, 1979). Este es
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un agente que no actoa sino que al por fa
dismutasa a H,02, puede actuar como fuente del mismo o de otros radicales libres y

como reductor de iones metalicos de transicion (Cheeseman y Slater, 1993)

El H;0, se produce en los (35%). en las
(15%) y en el citosol (5%) y debido a su capacidad para atravesar las membranas
biolégicas (Chance et al. 1979). puede producir lisis eritrocitaria, inactivacion de
enzimas como la gliceraldehido-3 fostato deshidrogenasa en ceélulas de mamiferos y
oxidacion de 4cidos grasos insaturados, etc. (Hallwell et al, 1992). Al igual que el
anién superoxido, presenta una reactividad quimica limitada. La importancia de la
generacién del O--; y del H;0; se centra en su capacidad para generar especies
mucho mas reactivas y peligrosas como el radical hidroxilo, que ataca practicamente
a todas las moléculas biologicas mediante reacciones en las que se ven implicados

metales de transicion, principaimente hierro y cobre (Hallwell y Gutteridge, 1989;

1990). Su esaltay pra i y se le considera uno de
los principales iniciadores de la peroxidacion lipidica (Ursini ef al., 1982).

Los radicales libres se producen generalmente en la célula a través de reacciones
de transferencia de electrones, con o sin participacion enzimatica, pero si promovida
por iones metalicos de transicion. En células animales esta produccion puede ser
derivada del cumplimiento de las funciones fisiologicas o bien producirse de manera
accidental

Los mecanismos de formacion de los RL son tres

1. Transferencia electronica, en la que se produce la cesion de un electron a una
molécula

2. Pérdida de un proton de una molécula.

3. Rotura homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula, de manera que

cada fragmento obtenido conserva uno de los electrones apareados del enlace.

2.4.3 Causas de Estrés Oxidativo

El proceso de estrés oxidativo se ha considerado un mecanismo de toxicidad en los
organismos y ha permitido su uso como herramienta de diagnéstico para predecir y
evidenciar el impacto de los contaminantes sobre los mismos, especialmente los de
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origen acudtico (Eman y Engy 2014; Guzman-Guilén et af, 2013). Puede ser

originado en peces por la contaminacion del medio acuatico por xenobisticos como

u pero también puede presentarse por
factores fisicos, como por ejemplo un aumento en la concentracion de amonio,
descensos en la concentracion de oxigeno disuelto o descensos abruptos en la
temperatura del agua, lo que se conoce como “shock” por frio. Este dltimo se
presenta cuando el organismo fue aciimatado o se desarrolla en un cierto rango de
temperatura y esta desciende abruptamente, lo que genera una cascada de
respuestas fisiologicas (Donaldson et al., 2008; Vinagre et af., 2012). De acuerdo con
Aura y Ocampo (1999), el término de estrés agudo también aplica para estas
condiciones, ya que se refiere a una situacion en la que el pez es expuesto a
perturbaciones extremas a corto plazo, como derrames de sustancias quimicas o

cambios radicales en la 6n de oxigeno, de °

radiacion ultravioleta (Marlek et al., 2004, Cruz et al., 2011)

2.4.4 Efecto de las bajas temperaturas sobre el estrés oxidativo de los peces

De acuerdo con Luskchak (2011) y Madeira et al (2013), se conoce desde hace
tiempo que la temperatura del agua es un factor importarte para la fisiclogia de los
organismos acuaticos, pero no se conocen a ciencia cierta los mecanismos de accion
del estrés oxidativo. Sin embargo, se tienen dos hipdtesis:

1. A causa del descenso de la temperatura se debiitan los mecanismos de
eliminacion de EROs

2. Un aumento en la produccion de EROs.

Se han realizado pocos estudios sobre la condicion fisiologica de fos organismos
acusticos sometidos a temperaturas por debajo de la optima, tales como el de
Peruzzi y Chatain (2000) que trabajaron con Dicentrarchus labrax, Friediander et at.
(1976) con Carassius auratus, Peeters et al. (2001) emplearon Cyprinus carpio y Ju
et al. (2002) con lotajurus punctatus. Los resultados de estos estudios muestran que
existe un efecto negativo por las bajas temperaturas en diversos parametros
biolégicos en peces, afectando a los mecanismos enzimaticos antioxidantes
(indicadores de estrés oxidalivo) y los niveles de cortisol, glucosa y catecolaminas.
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También se afectd ia respuesta cerebral, actividad neuronal y comportamiento de los
organismos. Al respecto, Wen et al. (2002) evaluaron algunos parametros fisiolégicos
y en O i que fueron con estrés

oxidativo, debido a la disminucion de la temperatura del agua desde 25°C hasta 12°C
en 12 horas. afectandose los niveles de cortisol y la actividad de algunas enzimas
antioxidantes. Verlecar et al. (2007) evaluaron el estatus antioxidante de mejillon
(Pema viridis) en glandula digestiva y branquias, exponiendo a los organismos a
bajas temperaturas, lo mismo que Castro et al. (2012) que evaluaron el estatus
oxidativo en higado de lenguado (Solea senegalensis). Ambas investigaciones
encontraron un aumento en algunas de las actividades enzimaticas del sistema
redox, asi como en el nivel de peroxidacion lipidica.

En los estudios anteriormente citados se ha encontrado que existe una relacion entre
la temperatura del agua y la fisiologia de los peces y ofros organismos acuaticos,
desde cambios en parametros de estrés como son el cortisol, glucosa-6-fosfato,
catecolaminas asi como de estatus oxidativo como oxidacion de lipidos y enzimas
del ciclo redox. Debido a esto surge la importancia de evaluar mas parametros de
estrés oxidativo que puedan ser afectados por influencia de shock térmico por frio.

2.4.5 Darios causados por estrés oxidativo
La capacidad de cada radical libre o especie reactiva como agentes prooxidantes
esta determinada por factores como su reactividad, especificidad, selectividad y
difusibilidad. De este modo, el radical hidroxilo reaccionara con cualquier molécula
4 del
compartimento celular en el que se origine o las moléculas a las que ataque
Especies menos reactivas, como el anién superéxido, reaccionarén mas especifica y

cercana, dada su elevada y baja ¥ su peligro

selectivamente, teniendo incluso mayores consecuencias  biolégicas. El orden
creciente de reactividad es 02+-<H;0,<OH-. Estos tres compuestos pueden

en celulares dada su habilidad para

atravesar las e con pequenias 6 de bajo peso
molecular como las vitaminas, hidratos de carbono, aminoacidos y lipidos, con
macromoléculas como las proteinas y 4cidos nucleicos o con estructuras
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como las y i ot al, 2006
Stoyey, 1996; Ferreira ef al, 2005)

Los estados crénicos de estrés oxidativo aceleran los pracesos de envejecimiento

celular y dafio neuronal asociados a los procesos degenerativos en seres vivos
(Dumont y Beal, 2011). Dentro de las principales lesiones relacionadas con el estrés
oxidativo, particularmente con el ataque de los radicales libres se encuentran la
oxidacion de las membranas lipidicas (peroxidacion lipidica), de proteinas y de
acidos nucleicos (Hermes-Lima, 2005; Alves et al, 2007). Los tejidos que acumulan
més dafio son los de mayor actividad metabdlica, que en el caso de fos peces son el
higado, rifén y branquias (Luskchak, 2011; Madeira et al., 2013)

2.45.1 Peroxidacion lipidica (LPO)

Este evento se ha reportado como uno de los efectos de la accion toxica de
contaminantes ambientales (Sayyed ef af, 2003), que conduce a pérdida de funcion
celular bajo condiciones de estrés oxidativo (Del Rio ef al, 2005). Esta puede

presentarse en lipidos que se encuentran en la membrana celular, hecho que puede

alterar la cohesion, fluidez, ¥ funcion con un

daro y muerte celular (Del Rio et al, 2005; Becker et al, 2007). La LPO proviene de
una reaccion en cadena, cuyos productos secundarios son capaces de inactivar
enzimas, reaccionar con grupos especificos de proteinas e incluso interactuar con el
ADN celular. Los 4cidos grasos poliinsaturados son un sustrato afin para la
peroxidacion lipidica y su susceptibilidad aumenta a medida que se eleva el nimero
de enlaces insaturados. Esta se inicia por la sustraccién de un atomo de hidrogeno
de un grupo metileno (-CH2-) en el 4cido graso poliinsaturado (LH) generando el
radical lipidico (Ls) (Hermes-Lima, 2005). Posteriormente se genera un dieno
conjugado que reacciona rapidamente con el O, para dar origen a un radical peroxilo
(ROOs) y se forma un hidroperoxido lipidico (LOOH) y un nuevo Le. Los
hidroperoxidos lipidicos pueden reaccionar con algunos complejos de metales de

transicién para dar origen a los radicales alcoxilo (LOs) (Hermes-Lima, 2005),



2.4.5.2 Oxidacién de proteinas
Resutta del ataque a las cadenas laterales de aminodcidos, particularmente los
grupos tiol (S), los cuales son transformados a disulfuros, acido sulfenilico y ciertos
aminoécidos aromaticos. Esto conduce a una alteracion en su estructura y funcion
como en los puentes de hidrogeno de la estructura secundaria de las proteinas
(Dias-Acosta y Membrillo-Hemandez, 2006). E1 -OH puede remover protones de los
grupos metileno de fos aminoécidos llevando a la formacion de carbonilos, los cuales
tienden a ligar aminas de las proteinas o unirse covalentemente al ADN. Los
cofactores de las proteinas también pueden modificarse, como en el caso de la
transferencia de electrones al hierro de fa hemoglobina, lo cual determina el

desarrollo de metahemoglobinemia (Hermes-Lima, 2008; Glusczak et al., 2007).

2.4.5.3 Dafio en acidos nucleicos

Los acidos nucleicos son moléculas ricas en electrones que pueden unirse

a : a la oxidacion y

de fuptura y on de las bases
(sitios apurin etal, 2006) La mas imp del ADN

después del ataque por radicales libres y mas usado como biomarcador de estrés
oxidativo y genotoxicidad en el organismo viva es el 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-
OHdG), producto de la hidroxilacion de la guanosina (Ansari et al, 2009; Kim ef al,
2006)

2.4.6 Mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo
2.4.6.4 Antioxidantes

A pesar del dafio oxidativo que pueden originar los radicales libres, el organismo
cuenta con una serie de sistemas de defensa antioxidante que intentan neutralizar la
agresion. Un antioxidante se define como cualquier sustancia que cuando esta
presente a bajas concentraciones en presencia de un sustrato oxidable, retrasa o
previene la oxidacion del mismo (Halliwell y Gutteridge, 1988; Mataix y Battino
2002). Segin Valko e al. (2006). En general, un antioxidante puede desarrollar
alguna o varias de las siguientes aclividades

31



s Atenuar, reducir o incluso anular especificamente la actividad de los
radicales libres
« Quelar metales implicados en el estrés oxidativo coma el hierro y cobre.
o Proteger la membrana celular
= Interactuar con otros antioxidantes.
Los sistemas anti del organismo se por su va

que pueden estar localizados intra y extracelularmente en multitud de tejidos, pueden
ser hidrosolubles y liposolubles y proceder de diferentes fuentes ya que algunos son
nutrientes propiamente dichos o provienen de ellos y ofros son productos del

Existen varias de segin  distintos

aspectos de los mismos n. funcion, ia). La mas

aceptada es la que fos agrupa en funcion de su mecanismo de accién (Tabla 2).

Estos sistemas antioxidantes se producen de forma constante en el organismo, al
igual que los radicales libres que pueden agredir la propia estructura celular con
pérdida de la misma, asi como de su funcionalidad. Ante esta agresion oxidante, el
organismo responde intentando neutralizarla, utilizando la defensa antioxidante.
Cuando la agresion supera la defensa, se habla de una situacion de estrés oxidativo
(Mataix y Battino, 2002). es decir, el balance oxidativo existente entre la produccion
de radicales libres y la de defensas antioxidantes se 1ompe, ya sea por una
sobreproduccion de los primeros o por una reduccion de las segundas (Haliiwell et
al, 1992; Halliwell y Chirico, 1993).



Tabla 2. C de los i en funcion de su de accion
Tipo de Mecanismo Agentes
Defensa de accion Antioxidantes
impiden a formacin de RL. CAT, GPx, SCD.
Prevencion - Descomponen el H;0; transfertina,

- Quelan metales

Eliminadores de Inhiben el inicio de la
radicales cadena y rompen la
(scavenger) propagacion

Reparacion y sintesis de  Reparan los  danos
Novo reconstituyen la membrana
celular

ceruloplasmina

Vitamina A, E, C,
nzima Quo,
Flavonoides y polifencles

Enzimas reparadoras de
ADN, proteasas,

Tomaao de Avella y Suwalsky, 2006,



2.4.6.2 Enzimas
Se trata de compuestos que proporcionan una funcion protectora frente a los
oxidantes blolégicos, disminuyendo la concentracion intracelular de radicales libres
Entre ellas destacan la CAT. SOD y GPx. Estas forman parte de un ciclo de éxido-
reduccin (Redox). en el que la funcion de una de ellas depende de la otra. Ademas,
como se sabe necesitan de algunos cofactores para funcionar, tales como el hierro y
cobre, adems de algin compuesto bioactivo como tocoferoles o carotenoides para

regresar a la enzima a su estado inicial (Figura 5)

2.4.6.2.1 Catalasa (CAT, EC 1.11.1.6)
Se trata de una enzima presente en todas las células animales, plantas y bacterias

aerébicas (Mates et al,, 1999). Dentro de las células se encuentra principaimente en
los peroxisomas (80%) y en el citosol (20%) (Nieto, 1993), aunque también se ha
localizado en las mitocondrias (Prasad et al, 1994), mostrando una mayor actividad
en higado y eritrocitos. Se trata de una hemoproteina ferroporfirinica con un peso
molecular aproximado de 240 kDa (Djordjevic, 2004), que presenta una doble funcion
catalitica-peroxidica. Por un lado, cataliza la reduccion de H.0, a agua y oxigeno
(Alia y Linden, 1990), observandose que una sola molécula de catalasa puede
reducir 6 millones de moléculas de H20; por minuto (Valko et af, 2006). Esta enzima
tiene constantes de velocidad relativamente elevadas, pero presenta una baja
afinidad por el sustrato, de manera que son necesarias altas concentraciones de
H;0; para activarla. En algunas investigaciones se ha observado que puede verse
inactivada a concentraciones de H,O; superiores a 0.1M. Por otro lado, su papel
peroxidico se basa en la oxidacion de un dador de hidrégeno como el metanal,
etanol, fenales, etc., con el gasto de un mol de peréxido o con el consumo de los
hidroperéxidos alquilo (Alia et al, 2005). EI predominio de una actividad u otra
depende de la concentracion de donadores de hidrégeno y de la concentracion o
produccién de H,0, en el sistema {Aebi, 1984)



— Vias de oxidacion
ONOO" — Vias de reduccion
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ROH + H,0 + GSSG

Figura 5. Esquema del ciclo redox. Funcion de las enzimas antioxidantes. Tomado de
Calderén et af, 2013,




2.4.6.2.2 Glutation peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9)

Esta enzima forma parte del grupo de las peroxidasas, las cuales utilizan una gran
variedad de donantes de electrones para reducit el H,0,, obteniendo dos moléculas
de agua. Estan ampliamente distribuidas en las levaduras, plantas, bacterias y en los
marniferos. La glutatién peroxidasa esta presente tanto en el citosol (70%) como en
la mitocondria (30%) de las células eucariotas (Spalholz y Boylan, 1991). Es un
homotetramero con un peso molecular aproximado de 80 kDa y cuenta en su
estructura con cuatro atomos de selenio y grupos sulfhidrilo libres (Nakamura et af,
1974; Chiu et al, 1976). Existen dos formas de esta enzima, una independiente de
selenio, activa frente a hidroperdxidos organicos y H0, y otra dependiente de
selenio, cuya afinidad por el peroxido de hidrogeno es menor (Mates et al, 1999)
Todas las enzimas con actividad de glutation peroxidasa catalizan la reaccion de los
hidroperoxidos, como la del HzO, con el glutation reducido (GSH), formandose
glutation disulfuro oxidado (GSSG) y el producto de la reduccion del hidroperdxido
(Alia et al, 2006b). Estas reacciones llevan acopiado el ciclo del glutation, de manera
que su forma oxidada es reducida por la glutation reductasa en un proceso
dependiente de un reductor como es el NADPH (Alkanhal ef al, 2001), el cual se ha
propuesto recientemente como antioxidante capaz de neutralizar radicales libres
toxicos y reparar biomoléculas derivadas de los radicales (Kirsch y de Groot, 2001)

Esta reaccién es esencial para el mantenimiento de los niveles de glutation reducido.

2.4.6.2.3 Superéxido dismutasa (SOD, 1.15.1.1)

Son las principales enzimas implicadas en la desintoxicacion de las EROs mediante
el secuestro del radical O2-- que sufre una dismutacion para producir H;0; y oxigeno
(Alia et al, 2006a). Se trata de un grupo de metaloproteinas (CuZnSOD, MASOD,
FeSOD y NISOD), que contienen el correspondiente i o cofactor metalico
(Fridovich, 1998). La FeSOD ha sido aislada en plantas y procariotas mientras que la
CuZnSOD, MnSOD y la FeSCD han sido descritas en mamiferos. La CuZnSOD es
una enzima intracelular localizada en el citosol, niicleo y peroxisomas de todas las
células eucariotas (Crapo et al, 1992), su peso molecular aproximado es de 32kDa y
esta constituida por dos subunidades idénticas (Tainer et al, 1982), conteniendo
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cada una Cu {Il) y Zn (). El Cu (Il) s el responsable de su actividad catalitica y
puede alterarse entre el estado cuproso y clprico durante el ciclo catalitico.
mientras que el Zn (Il) estabiliza fa conformacion de la enzima (Rotilio et al,, 1972)
En el citosol, esta enzima puede ser inactivada por el HzO; con la consiguiente
formacion de Cu (11)-OM, o bien su forma ionizada Cu (I).0-- (Hodgson y Fridovich,
1975), ademas, puede catalizar la peroxidacion de numerosos compuestos

La MnSOD se localiza en la mitocondria donde puede existir en forma dimérica o
tetramérica, de manera que cada subunidad contiene un ion Mn (Il). En las células
eucariotas se encuentra como un homotetramero localizado en la matriz mitocondrial
Las ERO inducen Ia expresian de esta enzima, la cual pratege la mitocondria de su
toxicidad, sobre toda frente al radical 02~ producido durante el transporte electronico
mitocondrial. Ademés de las citoquinas (proteinas de bajo peso molecular que
regulan la interaccion de respuestas del sistema inmune), una amplia variedad de
metabolitos de tas EROs pueden inducir su expresion en distintas céiulas que juegan

un papel decisivo en la de

con el estrés oxidativo (Yoshioka et al, 1994). Es importante mencionar que su
mayor actividad se expresa en higado, corazon y pancreas. Por dltimo, las SOD
extracelulares presentan menos actividad que las intracelulares y actian
principalmente en el dtero, glandulas tiroideas, pancreas, cordon umbilical y vasos
sanguineos, constituyendo cerca del 70% de su actividad aquella que realiza en las
arterias tanto a nivel pulmonar como sistémico (Oury et at, 1996a). Estas regulan
tanto los niveles extracelulares del anion superoxido como la actividad del oxido
nitrico. Una actividad excesiva de SOD debe ir acompanada de actividad catalasa o
glutatién peroxidasa, ya que de no ser asi. se acumularia H,0; y se promoveria la
formacisn del peligroso radical hidroxilo (Oury et af,, 1996b).

2.5, Antioxidantes en alimentos acuicolas

Los alimentos comerciales para la acuicuitura tienen la inclusion de antioxidantes de

tipo sintético, que se emplean para la preservacion de los mismos; entre los mas,
se el (BHA), (BHT) y el

propil galato (PG) (Moure et al,, 2001). El problema de estos agentes es que su uso
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esta restringido en varios paises debido a su toxicidad y los efectos negativos que
pueden causar a quien los consume, ya que se ha comprobado su efecto
cancerigeno y tetarogénico (to et al, 1983; Fraga, et al, 1996). Por lo anterior, ha
aumentado el interés por obtener y utilizar antioxidantes de origen natural, ya que se
consideran mas seguros que los sintéticos, Un gran nimero de especias y hierbas
contienen compuestos que pueden ser extraidos y anadidos a sistemas alimentarios
para prevenir su oxidacion y causar un efecto benefico en el consumidor final (Lee y
Shibamoto, 2002: Ahn et al., 2007; Rojas y Brewer, 2008; Sasse et al., 2009)

En los Gitimos affos, los antioxidantes naturales provenienies de plantas y sus frutos
han sido muy usados en diferentes campas de la industiia como preservantes en
alimentos y en medicina. Muchos de estos compuestos como la quercetina, a-
tocoferol y ¢l B-caroteno presentan una actividad comparable con antioxidantes
sintéticos de mayor uso como el BHT y el BHA. Se han realizado gran cantidad de
investigaciones para analizar ef impacto de suplementar los alimentos acuicolas con
antioxidantes naturales. He y Lawrence (1993) observaron en camarones juveniles
(L. vannamei) que al incrementar el contenido de vitamina E dietética se suprimio la
oxidacion de lipidos en tejidos hepatopancreatico y muscular. Otro estudio en peces
realizado por Waagbo ef al (1993) demostrd un mejoramiento de la respuesta
inmune de los organismos al suplementar vitamina C en ia dieta. Esto lo atribuyeron
al fortalecimiento de su mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo que es
causado por toxicidad al aldrin y lindano, concentraciones altas de amonio, baja de
concentracin de oxigeno

Por otro iado, Amin y Hashem (2012) realizaron un estudio en bagre (Clarias
gariepinus), donde se probo la inclusion de a-tocoferol en las dietas sobre el estrés
oxidativo causado por deftametrina. Ellos encontraron que la inclusion de este
antioxidante ayuda a disminuir el estrés oxidativo. Asi mismo, Weker y Congleton
(2008) evaluaron el efecto de a-tocoferol combinado con 4cido ascdrbico (AA), hierro
y selenio sobre el estrés oxidativo en salmon (Oncorhynchus tshawytscha),
observando que ambos compuestos tienen un efecto positivo sobre el estrés. A su
vez, Pan et al. (2011) evaluaron la respuesta antioxidante en pez gota de sangre
(Hyphessobrycon eques) alimentado con adicién de f-caroteno y astaxantinas. Estos
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autores obtuvieron resultados que que dichos
el estrés oxidativo causado por altas concentraciones de amonio. Nakano et af
(1999) analizaron el impacto de la suplementacion de levadura roja (Phaffia
rhodozyma) fica en astaxantinas sobre el estrés oxidativo en trucha arcairis
(Oncorhynchus mykiss) y encontraron que la inclusién de este microorganismo

ayuda a mantener los niveles de peroxidacion lipidica al minimo,

2.5.1 Fuentes de antioxidantes naturales
Existen diversas fuentes de antioxidantes naturales tales como el tomate, la
zanahoria, la cebolla, entre muchas otras frutas y verduras, asi como un gran numero

de especias culinarias (orégano, comine, canela) gue cantienen antioxidantes como

sustancias y otros Dentro de las

frutas, el mango es fuente de diversos compuestos antioxidantes, la pulpa de dicho

fruto presenta una de bioactivos, tales como
vitamina A, vitamina C, vitamina E, polifenoles y carotenos. En su composicion
destaca la presencia de una sustancia denominada manguiferina, que en animales
de experimentacion parece ejercer una accion antioxidante, inmunomoduladora,
antiviral y antitumoral (Guha et al, 1996; Sanchez ef al, 2000). Las cascaras y el
hueso del mango que pueden considerarse desechos, contienen compuestos

bioactivos, tales como pectina, polifencies y manguiferina en las cascaras. Se ha

reportado una imp actividad y en extractos de
hueso de mango, debido a la gran cantidad de compuestos de fenolicos que contiene
(Engels et al,, 2009; Ribeiroa ef al, 2008; Soong y Barlow, 2004; Maisuthisakula y
Gordon, 2009).

Por otro lado, los calices de Ia jamaica, que es una planta perteneciente a la familia
de las Malvaceas (Morton, 1987), contienen diversos compuestos bioactivos como
acido ascorbico, anisaldehido, antocianinas, B-caroteno, B-sitosteral, acidos malico y
citrico , pectina y quercetina (Hirunpanich et al., 2005; Duke et al., 2003; Li, 2002). A
los extractos que se obtienen a partir de los calices se les han atribuido diversas
propiedades como efectos diuréticos y reduccion de los niveles de colesterof (Duke
et al, 2003; Tsai et al., 2002). Por la actividad antioxidante de sus antocianinas,
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también pueden ayudar en la prevencién y tratamiento de algunos tipos de cancer
(Chen et al,, 2003)

Respecto al sector agroindustrial, cabe mencionar que el estado de Nayarit presenta
un desarrollo elevado y sostenido, con la existencia de diversas fabricas que
producen y transforman grandes cantidades de alimento. Como ejemplo de lo
anterior estan fa industria del mango (Manguifera indica L) y la jamaica (Hibiscus
sabderiffa L), cuya produccion se estima en 266,875 y 25338 ton anuales,
respectivamente (SAGARPA-SIAP, 2013). Estos productos presentan  algunos

durante su y en el caso del mango se
tienen dos principales, por un lado las grandes pérdidas durante la etapa de post
cosecha y el otro es la gran cantidad desechos que se generan durante su
transformacion industrial (obtencion de la pulpa) como son el hueso, la céscara y la
pulpa adherida a la misma, lo cual representa entre el 35% y el 60% del peso total
del fruto (Larrauri et al, 1996). En el caso de la jamaica, ésta presenta grandes
pérdidas durante su cosecha y el secado, ademas de una baja demanda, no solo en
el estado sino en todo el pais, ya que generalmente se uiliza para preparar
infusiones y bebidas.
Como se menciond anteriormente, se ha investigado el impacto positivo que tienen
los antioxidantes para eliminar o minimizar el estrés oxidativo, siendo de mayor
relevancia los de origen natural., En este ambito. los subproductos del procesamiento
agroindustrial del mango como fa cascara y el hueso (Sumaya-Martinez et al., 2012)
son una fuente muy importante de compuestos con elevada capacidad antioxidante,
particularmente vitaminas A, C y E, polifendles y carotenoides (Barreto et af. 2008;
Berardini et al, 2005, Engels et al, 2009; Robles et al, 2009; Ajila et af, 2008). Asi
mismo, se ha reportado que los extractos acuosos de jamaica presentan propiedades

& Itharat. 2007), (Castillo-Juarez et al,

2008, Yin y Chao, 2008) diuréticas, antimicdticas, hipocolesterolémicas,
antiinflamatorias y antioxidantes (Marquez ef ak, 2007). Lo anterior se ha asociado a
la presencia de moléculas con actividad antioxidante tales como polifenoles.

quercetina, 4cido L-ascrbico y antocianinas (Maganha et at., 2010).



Incluir en la alimentacion acuicola fuentes naturales de antioxidantes como los
subproductos del mango (céscara, hueso y pulpa pegada a ambos) y un extracto
acuoso de jamaica, ademas de proveer una concentracion significativa de
compuestos bioactivos, aportara valor agregado a un subproducto agroindustrial
como el mango y a un producto poco explotado como la jamaica. Por otro lado,
puede conferir propiedades funcionales a estos alimentos para contrarrestar el estrés

oxidativo en las especies donde se empleen



3. JUSTIFICACION

El estrés oxidativo comprende un importante aspecto de la toxicologia acuicola, por

lo que se buscan altemativas para erradicarlo o minimizar sus efectos en los
Se ha una gran on del estrés oxidativo con la

ingesta de alimentos y factores como
cambios bruscos de la temperatura del agua, De acuerdo a lo anterior, se considera
importante la inclusion de harina de subproductos de mango y extracto acuoso de
jamaica como fuente de antioxidantes naturales en la elaboracion de alimento para
tiapia, que le confieran efectos positivos para contrarrestar esta condicion y
proporcionen valor agregado a los mismos.
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4. HIPOTESIS
Una dieta formulada con inclusion de subproductos de mango y extracto de jamaica
promovera la reduccién del estrés oxidativo inducido por bajas temperaturas en

tilapia (Oreochromis niloticus)
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar el efecto de una dieta con inclusion de subproductos de mango y extracto de
jamaica sobre el estrés oxidativo inducido por baja temperatura en tilapia (O

niloticus)

5.2 Particulares

~

w

IS

o

Evaluar la actividad antioxidante de las dietas experimentales.
Evaluar el contenido de a-tocoferol y B-caroteno en las dietas experimentales.

Analizar la 6n de a-tocoferol y B-caroteno en branquias e higado

de tilapia alimentada con la dieta experimental.
Analizar el nivel de peroxidacion lipidica y proteica en branquias e higado de

tiiapia alimentada con la dieta experimental

Analizar la actividad de marcadores enzimaticos relacionados con estrés
oxidativo en branquias e higado de filapia alimentada con la dieta

experimental.



6. METODOLOGIA

6.1 Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar, de un factor (tipo de dieta) con tres
niveles (3 diferentes dietas). Segun lo descrito por Marques (1990), se menciona que
dicho disefio se emplea adecuadamente cuando las unidades experimentales son
suficientemente homogéneas y afirma que es un disefio flexible en cuanto al nimero
de tratamientos a contrastar, asi como la cantidad de repeticiones a realizar. La
distribucién de los tratamientos en los tanques experimentales (bioensayo) se

muestra en la figura 6.

6.2 i6n de harina de de mango

Para elaborar la harina de subproductos del mango se emplearon frutos de mango
cultivar ataulfo (Mangifera indica L.), mismos que se despulparon en un despulpador
tipo planta piloto para obtener los subproductos. Posteriormente, éstos se molieron y
secaron en un secador solar y por Gimo se pulverizaron y tamizaron con una luz de
malla de 400 ym para obtener finalmente la harina

6.3 Elaboracion del extracto acuoso de jamaica

Para la elaboracién de este extracto se empled la metodologia de Prenesti et al.
(2007), que consiste en colocar a ebullicion un gramo de calices de jamaica secos y
triturados en 100 mL de agua destilada por 3 minutos, para posteriormente fltrar el
extracto con papel filtro
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Figura 6. Distribucion aleatoria de los en los tanques B
Ia sala de bioensayos

Acotaciones:

TQ: Tanque

DC: Dieta comercial

DR: Dieta de referencia

DRMJ: Dieta con mango y jamaica



6.4 Elaboracién de las dietas

Se elaboraron dos dietas. de referencia (DR) y de referencia con inclusion de
subproductos de mango y extracto de jamaica (DRMJ) con 35% de proteina y 8% de
lipidos, utilizando como base la prapuesta por Bureau y Cho (1994), que contiene los
siguientes insumos: harina de pescado, harina de soya, harina de trigo, aceite de
pescado, gluten, cloruro de colina, vitaminas y minerales. La dieta DR contenia solo
los insumos mencianados. mientras que ia DRMJ contd con la inclusion del 10% de
harina de subproductos de mango y 60 mL de extracto acuoso de jamaica por cada
100 g de mezcla de insumos secos. Se mezclaron las insumos secos, posteriormente
se agrego aceite de pescado, agua o extracto de jamaica y se peletizd en un mofino
de came con un dado de 3 mm y se calocé en un secador solar. Para el caso del
grupo comercial se utilizé el alimento marca Winfish-Zeigler, que reporta en su tabla

nutrimental un minimo de 35% y 8 % de proteina y lipidos, respectivamente

6.5 Bioensayo
Los organismos de estudio fueron machos de tlapia (O. niloticus) variedad
chitralada, alimentados con dieta comercial hasta llegar a un peso aproximado de

180 g, para iniciar los consus dietas durante

6 semanas. Los organismos se distribuyeron en 9 tanques de 500 L, mismos en los
que la temperatura se mantuvo a 27.8:0.90°C durante esta la etapa 1. Una vez
transcurrido este tiempo, se disminuyo la temperatura (con agua-hielo) en los 9
tanques hasta 18.49£0.09°C y se mantuvo durante 24 h (etapa 2). Posteriormente se
restablecio la temperatura a 28°C durante 24 h para observar si existe una
recuperacion en los parametros de estrés oxidativo evaluados (etapa 3). Se tomaron
muestras de branquias e higada para determinar la concentracion de compuestos
bioactivos (a-tocoferol y 8-carotenc) al inicio y al término de la etapa 1. Para analizar
los parametros de estrés oxidativo (oxidacion de lipidos y proteinas y actividades
enzimaticas) se realizaron 2 muestreos de higado y branquias en cada etapa, a las
12 y 24 horas. Se sacrificaron 4 organismos por tanque en cada uno de los
muestreos para la extraccion de los tejidos, de los cuales se elaboré un pool. De esta
manera, se obluvieron 3 distintos pools (tres tanques) como triplicado por cada

tratamiento.



6.6 Determinaciones analiticas en las dietas.

6.6.1 Analisis quimico-proximal
Para formular y elaborar las dietas fue necesario conocer la composicion quimico-
proximal de los insumos (humedad, proteinas, lipidos y cenizas), asi mismo para las
dietas ya elaboradas para corroborar que cumplen con los requerimientos

nutricionales de fos organismos a alimentar.

6.6.1.1 Contenido de humedad

El método utilizado para determinar el contenido de humedad fue el propuesto por
Olvera et al (1993) Este se basa en la pérdida de peso de la muestra por
evaporacién del agua. EI principio operacional del método incluye la preparacion de
la muestra, pesado, secado, enfriado y pesado nuevamente de fa muestra, se
expresa en porcentaje y se uliiza estufa y balanza analitica. La formula para
determinacion de humedad fue la siguiente:

% de humedad = 21~ P2+ 100
p2-p3
Dénde:

;ﬂ = Peso inicial de la charola con muestra
eso final de la charola con muestra

100 = Factor para convertir el resultado a porcentaje

6.6.1.2 Contenido de proteina
El método utilizado para la determinacion del contenido de proteina fue el de la
AOAC (1990), que consiste en Ia técnica del microkjeldahl. Este método consistié en
colocar 0.2 g de muestra seca en el matraz Kjeldahl, agregar 4 mL de 4cido sulfirico
concentrado y colocar en una parilla a 400°C, dejar pasar 6 min y agregar 10 mL de
Hz0; al 30% y dejar en la parrilla nuevamente durante 14 min (fase de digestion).
Posteriormente, se aforé a 100 mL con agua destilada, donde la fase de destilacién
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consistié en colocar 20 mL de la muestra aforada mas 20 mL de NaOH al 50% en
una unidad de destilacion rapida. Se colectaron 50 mL del destilado en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL que contenia 20 mL &cido bérico al 4% y unas gotas de
indicador para Tashiro (rojo de metio con azul de metleno 12, en solucion
etanslica). Por Gltimo, se tituld este volumen con cido sulfirico 0.2 N hasta que se
observé un vire de color. E! calculo del porcentaje de proteina se realizé con la
siguiente formula

V2-V1* N*14.007*6,25*100

% de proteina =
W*1000

Dénde:

V1 = mL de acido gastado en el blanco
L de &cido gastado en la muestra
Normalidad del 4cido sulfurico empleado en la titulacion

W = Peso de la muestra

6.6.1.3 Contenido de lipidos

Para la determinacion del contenido de lipidos se siguio el método de extraccion
empleando equipo Soxhlet (Olvera et al, 1993). Esta técnica consistio en colocar 2 g
de muestra seca en un dedal, con 120 mL de éter de petrdleo y se coloco en

durante 4 h se secaron los matraces Soxhlet y se

pesaron.

La formula empleada para el calculo del contenido de fipidos fue

% de ipidos = ©

Dénde:
P1 = Peso del matraz limpio
P2

eso de la muestra



6.6.1.4 Conte
Se determin6 el contenido de cenizas con el método basado en la calcinacién,
tomando en cuenta el método propuesto Olvera ef al. (1993), mismo que manifiesta

o de cenizas

que las cenizas permanecen como residuo luego de fa calcinacion de ia materia
orgénica a una temperatura entre 500 °C y 600 °C. En un crisol de porcelana a peso
constante se coloc 1 g de muestra, se calcind en una mufla a 550 °C por 5 h
aproximadamente. Al término de la calcinacion se dej¢ enfriar y se transfirieron los
crisoles a un desecador durante una hora, Se peso de nuevo el crisol con la muestra

ya calcinaday se realizaron los calculos aplicando la siguiente formula:

% de cenizas = 23~ PL e 100
P2-pl

Donde:

P1 = Peso del crisol impio y seco
P2 = Peso del crisol con muestra
P3 = Peso final del crisol con muestra (después de calcinar)

6.6.2 Actividad antirradical y compuestos fendlicos totales
Para la evaluacion antioxidante y antirradical de las dietas se realizo una extraccion
etandlica, Esta consistio en colocar 7.5 g de alimento en un matraz Soxhlet con 150
mL de etanol grado reactivo, se coloco en una parrilla de Soxhlet y se mantuvo en

reflujo continuo durante 3 h.

6.6.2.1 Actividad antirradical (DPPH)
El reactivo DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidraci) es un radical libre estable, que en
solucién etandlica presenta una coloracion violeta fuerte y su méxima absorbancia se
obtiene a 520 nm. Si se le adiciona a este medio una sustancia susceptible de
atrapar radicales libres, el electron no apareado del DPPHe se aparea e
inmediatamente se decolora la solucion que puede ir hasta amarilo en razén del
némero de electrones apareados. La actividad antirradical con base en el DPPHs se
evalub de acuerdo al procedimiento reportado por Morales y Jiménez-Pérez (2001)



Para llevar a cabo esta determinacion se alicuctaron 50 L del extracto etandlicn
(muestra) en un tubo eppendorf, posteriormente se le anadieron 250 pL de reactivo
DPPH (0.0074 g/ 100 mL de etanol), se agitd y se incubd durante 1 h a temperatura
ambiente. Por dltimo se centrifugé la mezcla a 10,000 rpm por § min y registe6 la
absorbancia a 520 nm. Los resuitados se expresaron como pmles equivalentes

trolox por gramo de alimento en peso seco (umolesET/g)

6.6.2.2 Compuestos fenclicos totales (CFT)
Se determinaron de acuerdo ai método de Stintzing et al. (2005). utiizando el
reactivo de Folin-Ciocalteu. Dicho reactivo es una mezcla de &cidos fosfotingstico y
fosfomolibdico, la cual es reducida a oxidos azules de tungsteno y molibdeno durante
la oxidacién fendlica. Para la determinacién de estos compuestos se agregaron 50 uL
de muestra en un tubo eppendorf, 250 L de reactivo Folin (1:10 en agua destiiada)
y 200 yL de bicarbonato de sodio (7.5%), se agitd y se incubé durante 30 min a
temperatura ambiente. Se registr a absorbancia a 765 nm. Los resultados se
expresaron como mg equivalente de acido gélico por gramo de alimento en peso

seco (mg EAG/g).

6.6.3 Determinacion de a-tocoferol y B-caroteno
Ambos compuestos se determinaron por el métado de Akhtar et al. (1999). quien
utilizé una técnica de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) y se utilizo un
equipo marca Perkin Elmer Serie 200. Para la cuantificacion de ambos compuestos,
primero fue necesario realizar una extraccion, para el caso de a-tocoferol se
homogenizé un gramo de muestra con 5 mL de agua destiada a 5,000 rpm por 3
min en baro de agua-hielo para evitar el calentamiento de la muestra. Se coloco 1
mL del homogenizada en un frasco ambar con 2 mL de pirogaiol (20% preparado
con etanol grado reactivo) y 300 L de hidréxido de potasio (50% preparado con
agua destilada). Esta mezcla se agité y se colocé a bario maria a 70°C con agitacion
continua durante 30 min. Posteriarmente se enfriaron los frascos a chorro de agua
por 10 min, se agregaron 4 mL de hexano al 0.005% de BHT. se agito vigorosamente
y se les extrajo la mayor cantidad del hexano can una micropipeta, colocando lo
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exiraido en otro frasco ambar (paso repetido 2 veces). Una vez extraida el mayor
volumen posible se evaporé el hexano con nitrogeno (N2) en una campana de
extraccion. Por tltimo se afadieron 250 pl de etanol (grado HPLC) al frasco ambar
se agit6 y se filté con fiitro para jeringa con luz de malla de 0.22 pm. En el ultimo
paso se inyectaron 20 L de muestra a la columna (Symetry C18, 5 um, 3.9 x 150
mm) y se fij6 un flujo de 1 mUmin de la fase mévil (50% acetonitrilo, 50% metanol,
1% agua). El defector se ajustd a una longitud de onda de 522 nm

Para la extraccion de B-caroteno se homogenizo un gramo de muestra con 2 g de
sulfato de magnesio anhidro hasta obtener un polvo fino. Posteriormente se transfirio
este polvo a un frasco &mbar y se agregaron 6 mL de acetona (grado reactivo), se
agité en oscuridad durante 1 hara. Después de esto se fiitré con fitro para jeringa de
0.22 pm. En el Gitimo paso se inyectaron 20 pL de muestra a la columna (marca
Supelo, C18, 5 um, 25 cm x 4.6 mm y se fijo un flujo de 1 mimin de la fase movil
(75% acetona y 25% metanol). E| detector se ajust a una longitud de onda de 460

nm. En ambas d se ulilizaron de referencia

parala y de dichos

6.7 Evaluacion del estrés oxidativo
Para la determinacion de los niveles de peroxidacion lipidica. cuantificacion de
proteinas y su grado de oxidacion, ademés de la actividad de los marcadores
enzimaticos en los peces, fueron sacrificados 4 organismos por tangue en cada
punto de muestreo. El sacrificio se llevé a cabo por disfocacion cervical (quiebre de la
espina dorsal cerca de la cabeza), posteriormente se diseccionaron para extraer
higado y branquias. Los organos se colocaron en tubos plasticos debidamente
rotulados y se sumergieron en nitrbgeno liquido, después se pasaron a congetacion a
-80°C hasta su utilizacion. Para los analisis de estrés oxidativo los tejidos fueron
homogeneizados en frio con bufer de fosfato de potasio monobasico (KH,PO.) (50
mM, pH 7.0) con un homogenizador de tejidos IKA Ultra Turrax a 8000 rpm, durante
3 min en un bafto de agua-hielo para evitar el calentamiento de las muestras, se
centrifugaron a 12000 g durante 20 minutos a 4°C



6.7.1 Cuantificacion de proteinas

La determinacion de proteinas en los homogenizados de tejido es un paso previo a
las determinaciones enzimaticas, ya que es necesario expresar dichas actividades en
funcién del contenido de mg de proteinas. Para este analisis se empleo el método
descrito por Bradford (1976) Se mezclaran 50 L de muestra con 500 L. de reactive
de Bradford, se agité  incubaron por 5 min, finalmente se determin su absorbancia
2585 nm en un lector de microplacas Sinergy HT. Se empled una curva estandar de
albamina de suero bovino (BSA) (Anexa 1). Ef blanca se preparé con 50 L de bifer
de fosfata de potasio monobasico (KH;PO,) (50 mM, pH 7.0) y 500 pL de reactiva

Bradford, con el mismo tiempo de meubacion.

Nota: Se realizaron diluciones de los para que las de
las muestras se ajustaran a la curva estandar. En el caso del tejido hepatico, la

dilucion fue 15 y para las branquias fue 1:2

6.7.2. G 6n de grupos 6n de p

Se determing la cantidad de grupos carbonilos resultado de la oxidacion de proteinas
presentes en la muestra. La 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH) reacciona con los
grupos carbonilos de las proteinas formando 2.4 dinitrofenilhirdazona, un complejo
coloreado que absorbe a 370 nm (Oliver el al, 1987). La homogenizacion del tejido
se realizo como se describio en el punto 8.7. Se tomaron 75 L. def sobrenadante en
tubos eppendorf y se agregaron 500 pL de acido tricloroacético (TCA) al 10%,
posteriormente se centrifugd a 5000 g durante 10 min. Se desechd el sobrenadante y
afiadieron 500 uL de DNPH (10 mM), se agitd e incubé en oscuridad por 1 h con
agitacion cada 15 min, Después de esto se agregaron 500 L de TCA al 10%, se
agité en vortex y se centrifugb a 10,000 g por 10 min, se desechd el sabrenadante y
afadieron 500 L de etanol-etilacetato (1:1). se agité y centrifugd nuevamente a
10,000 g por 5 min. Por Ultimo se evapord ef sobrenadante con nitrégeno (Ng) y se
resuspendio el precipitado con 750 L de clorhidrato de guanidina (7 N, se agita y
centrifugd a 5,000 g por § min. La absorbancia del sobrenadante se registrd a 370
nmy el blanco se prepard con bifer de fosfatos y guanidina




La fermula empleada para el calculo de nmoles de grupos carbonilo por mg de

proteina fue:

absmuestra-absbeo , 1
e mg de proteina

nmGC/mg de proteina = * F*1000000000

Donde:

nmGC = nmoles de grupos carbonilo

Absmuestra = Absorbancia de la muestra

Absbco = Absorbancia del blanco

€= Coeficiente de extincién molar de la dinitrofenilhidrazona (22000 M'em)
mg proteina = Concentracion de proteinas del homogenizado

F = Factor de dilucion de la muestra

1000000000: Para convertir a nmoles de grupos carbonilo

6.7.3 Cuantificacion de la peroxidacion lipidica (LPO)
Los compuestos peroxidados participan facilmente en una reaccion de adicion

con el 4cido Grico (TBA). do un pigmento rojo que se
determina mediante espectrofotometria a 532 nm, para lo que se siguid la
metodologia de Botsoglou ef al. (1994). Para esta determinacion se homogenizaron
200 mg de tejido con 800 L de TCA al 6% y 500 L de hexano al 0.8 % de BHT a
8,000 rpm durante 3 min y se centrifugé a 5,000 g durante 5 min. Posterior a esto se
desecho el sobrenadante y se agregd 1 mL de TCA al 5% y se agitd nuevamente. Se
tomaron 250 4L de la mezcla anterior en tubos eppendorf y se afiadieron 250 L de
TBA al 0.8 % (preparado en agua desionizada), se incubaron en bafio maria a 70°C
durante 30 min. Se enfriaron los tubos a chorro de agua y se centrifugaran a 5,000 g
por 5 min. La absorbancia del sobrenadante se registr6 a 521 nm

Nota: EI blanco consistio en 250 L de TCA mezclados con 250 L de TBA, con el
mismo tiempo y temperatura de incubacién. Para los calculos se empled una curva

estandar de tetraetoxipropano (TEP) (Anexo 2).



6.7.4 Determinacion de la actividad de catalasa (GAT)
Se utilizo el método descrito por Beers y Sizer {1962) modificado. que consiste en
determinar el consumoldesaparicion de HeOp @ 240 nm. Para la evaluacion de este
enzima se homogenizaron 200 mg de tejido con 500 pl de bifer de fosfatos,
empleando las mismas especificaciones sefialadas en el punto 87. Se anadieron
2,970 mL de H,0, 40 mM a una cubeta de cuarzo para espectrofotometro. se
agregaron 30 L del sobrenadante, se mezclo por inversion y se registré la

absorbancia a 240 nm cada 15 segundos durante 3 min

Nota: Para el tejido hepatico la dilucion empleada fue de 1:10 y para branquias fue
de 1:2

La formula empieada para el calculo de la actividad enzimatica de CAT fue:

Aubs
u om 1

= min_v1g00000 + ¥
mg de proteina £*h of g de proteina

Dénde

Aabs/min = Pendiente de la recta

€ = Coeficiente de extincion molar del Hz0, (22,000 M'em)
b = Distancia de la celda (1 cm)

1000000 = Factor de conversion de males a pmoles

Vm = Volumen de la muestra agregada a la cubeta

Vf = Volumen final de reaccion en la cubeta

mg = Contenido de proteina del sobrenadante en mg/l

F = Factor de dilucién

6.7.5 Determinacién de la actividad de glutation peroxidasa (GPx)

Se utilizo el método descrito por Sigma-Aldrich en Ia ficha técnica para dicha enzima,

que consiste en determinar la desaparicion del NADH a 340 nm. Para la evaluacion

de este enzima se homogenizaran 200 mg de tejido con 500 kL de bufer de fosfatos,

empleando las mismas especificaciones sefaladas en el punto 8.7 Posteriormente

en una celda de microplaca se agregaron 25 L de glutation reducido (GSH) 20 mM,
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30 uL de NADH (0.84 mM), 15 uL de EDTA (S0mM), 20 L de azida de sodio (12.5
mM preparada en bufer de fosfatas). 1 unidad de glutation reductasa (GR) y 75 L de
KH;PO; (0.334 M). Por titimo se agregaron 25 pL_ de H;0; (12.5 mM). Se monitore

la absorbancia durante § min cada 15 s a 340 nm

La formula empleada para el clculo de la actividad enzimatica de GPx fue:

Aabs
L
. = min . gogs L
mg de proteina £*b vf T

Dénde:
Aabs/min= Pendiente de la recta

E = Caeficenia da axtinien molar del NADH (6.22 mi ey
istancia de ta celda (0.7 cf

1000 = Factord conversion de milimales a umoles

olumen de la muestra agregada a la cubeta

Volumen final de reaccion en la cubeta

Mg = Contenido de proteina del sobrenadante en mg/L

F = Factor de dilucion

vt

6.7.6 Determinacion de la actividad de superéxido dismutasa (SOD)
Se utilizo el método descrito por Beyer y Fridovich (1987) modificado, que consiste
en determinar la aparicion de nitroblue tetrazolium formazan (NBTF), leido
espectrofotométricamente a 560 nm, el cual se produce por la oxidacin de nitro biue
tetrazolium (NBT) por accion del radical superéxido. Para la evaluacion de este
enzima se homagenizaron 200 mg de tejido con 500 L de bifer de fosfatas,
empleando fas mismas especificaciones sefiaiadas en el punto 8.7. Posteriormente
se colocaron 1.5 mL de mezcla reactiva (13 mM de L-metionina, 0.75 mM de NBT, 20
mM de riboflavina en bifer de fosfatos 50mM pH 7.8) en tubos de ensayo, se
agregaron 250 1L de muestra a los tubos y se expusieron a luz no incandescente
directa por 20 min La absorbancia se registré a 560 nm



Nota: Se prepard un testigo en cada corrida gue consistié en 260 pL del bifer de
fosfatos + 1.5 mL de mezcia reactiva. Se incubo igual que los tubos canteniendo
muestra.

De acuerdo al fundamente de esta técnica, “una unidad enzimatica de SOD es igual
al 50% de inhibicion del nitroblue tetrazolium formazan” (Kuo et ai, 2013), con lo que

se desarrollé la siguiente ecuacion

AabsT - Aabsm
t o babT  eygpe ¥ ! “F
mg de protina 50 vl mg de proteina

Dénde:

AabsT = Pendiente de la recta del testigo

Aabsm = Pendiente de la recta de la muestra

50 = Correspende al 50% de inhibicién

100 = Para calcular el porcentaje inhibicion

Vm = Voiumen de muestra en la celda

VI = Volumen final de reaccion

mg = Contenido de proteina del scbrenadante ep mg/L.
F = Factor de dilucién

6.8 Analisis de datos

Los resuftados se sometieron a un ANOVA de una via, tomando como factor principal
&l tipo de dieta (3 niveles). analizando cada variable de respuesta en cada una de las
3 fases, de acuerdo a lo mencionado en el disefic experimental. Se realizaron
también pruebas de comparacién de medias por ef métado de Tukey (p<0.05). Todo
o anterior se llevo a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) versién 20



7. RESULTADOS Y DISCUSION
7 i6n aut

A q proximal de dietas
Para la elaboracion de las dietas, primero se determiné la composicion quimico-
proximal de los insumos (Tabla 3). Con estos datos se formularon las dietas
experimentales, para establecer la cantidad necesaria de cada insumo (Tabla 4)
Para la formulacién de la dieta de referencia con la inclusion de harina de
subproductos de mago y el extracto de jamaica, se ajustaron las cantidades de
harina de pescado, trigo y aceite de pescado. Teniendo en cuenta esta formulacion,
se elaboraron las dietas DR y DRMJ (dieta de referencia y dieta de referencia con
inclusién de mango y jamaica, respectivamente), cuyos pellets fueron secados
durante 8 horas a temperatura de 39 64 £ 9.22 °C en un secador solar

En la tabla § se presentan los valores de la composicién proximal de las dietas,
donde se aprecia que el contenido de proteinas no muestra diferencias significativas
y presentaron valores cercanos al porcentaje de la formulacion inicial proyectada
(35%). Akiyama (1995) y Kubarryk (1997), citado por Moreno (2000), recomiendan
que los valores 6ptimos de proteina en la dieta para tilapia (O. niloticus) debe
manejarse entre un 20-40%, para lograr un desarrollo eficiente de los peces segin el
estadio de crecimiento en el que se encuentren. En este trabajo se manejo un 35%
en las dietas, lo cual esta dentro del intervalo Gptimo para la especie, segin estos
autores y la marca comercial de alimento Winfish Zeigler. El contenido de lipidos en
las tres dietas no mostré diferencias significativas. Por otro lado, el contenido de
humedad de Ia dieta DC fue més bajo, esto se le atribuye al proceso de secado, ya
que la dieta DC es secada por aspersion mientras que las dietas experimentales de

este trabajo fueron secadas en un secador solar
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Tabla 3. Andlisis proximal de insumos para las dietas_experimentales (%)

Insumo Humedad Proteina Lipidos Cenizas
“Harinapescado 5521085 6061402  13.86:034  19.32£058
Harina soya 10081011 5271¢16 1242024 7621013
Gluten 7111009 7242:284 112034 0.92:0.03
Harina trigo 11621003 1355:041  193:008  0.79:0.01

Promedios de 3 réplicas + desviacién estandar

W IA i MATRER

SISTEMA 0t BIBLGTECAs



Tabla 4 Formulacién de las dietas experimentales (%)

Insumo Dieta de referencia (OR) Dieta de referencia + MJ (DRMJ)
Harina de pescado 4185 4350
Harina de soya 12,00 12.00
Harina de trigo 3050 19.1
Aceite de pescado 495 470
Gluten 9.00 9.00
Vitaminas y minerales 1.20 120
Cloruro de colina 0.50 0.50
Harina de mango 0.00 10.00
Agua 65 mL/100 g 0.00
Extracto de jamaica 0.00 70 mL/100 g

Formulacion base de Bueraw y Cho (194)



7.1.2 Actividad anti y contenido de

En la tabla 6 se presentan los resultados de la actividad antirradical y el contenido de
compuestes bioactivos en las dietas. En ella se aprecia que con respecto al
contenido de estos dltimos (a-tocoferol, B-caroteno y fenslicos totales) la dieta DRMJ
presentd la mayor concentracisn, ademas de la mayor actividad antioxidante. Lo

anterior puede atribuirse a la elevada concentracion de manguiferina, vitamina C,

entre otros como Yy
contenidos en los subproductos de mango el extracto de jamaica y af incluirlos
como insumos en la elaboracion de la dista se eleva el contenido de la misma.
Como menciona Gonzalez-Ocegueda (2013) en su tesis, el contenido de compuesto
fendlicos asi como la actividad antirradicaf con base en la capacidad de atrapar el
radical fibre DPPH de la dieta DC se puede deber a que en su fabricacion se anaden
cantidades no conocidas de antioxidantes sintéticos como BHA, BHT y BHQT,

mismos que tienen naturaleza fendlica

En cuanto a la dieta DR, esta presenta el doble de
fendlicos con respecto a la DC, pero la mitad de la actividad antioxidante. Esto se
puede atribuir a que en su elaboracion se incluye harina de trigo, soya y gluten,
mismos que presentan una importante concentracion de estos compuestos
antioxidantes, asi como a la pre-mezcla de vitaminas y minerales.
Gonzélez-Ocegueda (2013) encontré en su investigacion que la dieta con inclusion
del 10% de pasta de mango ataulfo contenia 0.7 mg EAGIg y 1.9 umol ET/g,
a CFT y actividad por DPPH, Estos valores

son mas bajos que los reportados en el presente estudio y puede deberse a que
aunque se incluyé el mismo porcentaje (10%), la inclusion del presente estudio fue
en forma de harina y no de pasta himeda, por lo que al tener menor contenido de

humedad la harina, la concentracién de los compuestos bioactivos aumenta



Tabla 5. Composicion proximal de las dietas experimentales.

Dieta Humedad (%) Proteinas (%) Lipidos (%)
oc 5.29£0.07" 35512013 8.48:0.46"
DR 7.40£0.16° 34.12:0.112 8.37+0.34*
DRMJ 7.56£0.40° 35.12£1.66° 8.20:026°

Promedios de 3 réplcas £ desviacion esiandar
Literales iguales en columnas o presentan diferencia significativa (P>0.05).
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Tabla 6. Contenido de compuestos bioactivos y actividad antirradical de las dietas
experimentales.

CFT DPPH a-tocoferol B-caroteno
D€ (mgEAGl)  (umolETg)  (M9K9) (mghkg)
DC  286:0.06° 7.8010.06° 81012226° 7462013
DR 4824008 4.67£0.14° 115.0241.95° 4.95+0.84°
DRMJ_6.5710.17° 8.12:0.01 334,15+3.66° 268.58427 47

Promedios de 3 répicas £ esviacion estandar
Literales iguales en columnas no presentan diferencia sqificativa (P>0.05)

CFT: Gompuestos fendlicas totales. DPPH: Actividad antifradical medida como capacidad para atrapar
el radical DPPH



7.2 Organismos

7.2.1 Parametros zootécnicos

Los organismos se recibieron inicialmente como alevines con un peso promedio de
1.2:0.3 g y se alimentaron con DC para hacerlos crecer hasta 158 5918.7 g, para dar
lugar a Ia fase 1, que se refiere al inicio de los distintos tratamientos (dietas). Al
término de esta fase e inicio de la fase 2 (estrés), los peces pesaron en promedio
24365:2251 ¢ La ganancia de peso (GP), tasa de conversion alimenticia (TCA) y
supervivencia (§) no mostraron diferencia significativa entre tratamientos (P>0.05)
(Tabla 7). La ganancia de peso fue mayor a 100 g en los 3 tratamientos, Ia tasa de
conversion alimenticia estuvo alrededor del 1.7, mientras que el porcentaje de

supervivencia fue superior al 95%.

7.2.2 Parametros fisico-quimicos del agua

Durante el bicensayo, las variables fisico quimicas (temperatura, pH y oxigeno
disuelto) registraron valores que se encuentran dentro de los intervalos
recomendados como dptimos para la especie O. niloticus (Bautista, 1986; Cantor.
2007).

Dichos parametros son importanies, ya que influyen directamente en el crecimiento
de los organismos, ademas que con valores fuera de su intervalo optimo, como es el
caso del oxigeno disuelto (por ejemplo cuando se mantiene de 0.2-1.0 mg/L), se
considera letal para especies acuéticas. Los valores abtenidos en este estudio (Tabla
8) muestran que la concentracion de oxigeno disuelto esta por encima del valor
considerado letal para este tipo de organismos. Durante las 24 h de estrés (fase 2),
la temperatura del agua fue de 18.49£0.09°C, misma que se mantuvo con la adicién
de agua-hielo, mientras que durante la etapa 3 (fase de recuperacion), la
temperatura fue de 27.80£0.90°C.



Tabla 7. Parémetros de evaluacién biolégica de los (dietas)
Dieta GP (@ TC S (%

(9 10287+877F 171:0.16° 98.92¢1.52°
DR 109.0416.56° 152+0.19% 9556£6.297
DRMJ 100.53+7.66* 1.74£0.19*° 97.78:3.14°

Promedios e 3 répicas ¢ Gesviacion estandar
Literales iguales en columnas no presentan diferencia significativa (P20 05).



7.2.3 Determinacion de oxi en tejidos
En Ia tabla 9 se aprecia que el contenido de a-tocoferol en higado no auments

significativamente en ningtn tratamiento durante la fase 1, por lo cual, se puede decir
que no hubo bioacumulacion del mismo. No obstante, se observa que en los
tratamientos DC y DR disminuye la concentracion de este compuesto, mientras que
en el tratamiento DRMJ los valores no presentan variacion, lo cual se puede deber a
que el suministro dietario propicia que sus niveles en higado se mantengan estables
La concentracion del B-caroteno tampoco aumentd en ningdn tratamiento, pero se
observa que mientras los tratamientos DC y DRMJ mantienen sus niveles, en el
tratamiento DR se presenta una disminucion significativa del mismo. Lo anterior
puede explicarse debido a que la dieta DRMJ contiene grandes canlidades de este
compuesto. Es posible que no exista bioacumulacion de estos compuestos en el
tejido hepatico dado que pudieron ser utilizados bioquimicamente para algunas de
las reacciones propias de dicho 6rgano. Otro factor puede ser que el tiempo que se
suministré la dieta que contenia estos compuestos fue poco para favorecer la

bicacumulacion.

En fa tabla 9 se aprecia que los de los 3
bioacumulacion de a-tocoferol en tejido hepatico, aunque el tratamiento DRMJ
presenta la concentracion mas elevada, seguido por el tratamiento DR y en Gltimo
lugar el DC. Esto se debe a que Ia dieta DRMJ presento mayor concentracion de
este compuesto que las 2 restantes (Tabla 6) y al ser suministrada a los peces se
favorecis esta situacion. Por otra parte, las branquias no presentaron B-caroteno en
ninguno de los 3 tratamientos, de acuerdo con los resuitados reportados en la tabla

10. Lo anterior se puede explicar debido a que este compuesto y los demas

como la y se en piely
misculo, ya que cumplen la funcién de proveer cierta tonalidad rosacea o rojiza a
dichos tejidos, como en el caso de los salménidos (Christiansen, 1996). Asi mismo,
se puede deber a que este tejido presenta baja concentracion de lipidos y dada la
naturaleza fipofilica de este compuesto no se favoreci¢ su bioacumulacion. El tiempo
de consumo de la dieta pudo ser poco para que se presentara la bioacumulacién de

dicho compuesto



Tabla 8 Variables fisico-quimicas del agua (valores recol obtenidos)
Variable Valor recomendado (1SA) Valor obtenido
Temperatura (°C) 2631 2799099
Oxigeno disuelto (mg/L} 5 391095
7-8 7.19:0.07

pt
ISA” Instituto Sinaloense d& Acucultura.



Tabla 9. Contenido de compuestos bioactivos en higado

a-tocoferol B-caroteno
(mglkg) (mglkg)
T0=48.63£1.70° onE 10=2.47+0.147 OhE
ES 41.73:027° 2.52:0.02*
DR 236140.23° 1.2110.33°
DRMJ 47.60:0.43° 20710047

Promedios de 3 rplicas ¢ desviacon estandar
€1 T0 representa el valor inicial para los 3 tratamientos
Literales iguales entre columnas no presentan diferencia significativa (P>0.05).



Tabla 10. Contenido de bioactivos en branquias

a-tocoferol B-caroteno

(ma/ka) (mgfkg)
T0=34.76:0.30°  OhE TO=ND OhE
BC 37532111 ND
DR 42.9510.42° ND
DRMJ 53.8041.50° ND

Promedios de 3 réplicas « desviacion estandar
TO representa el valor nicial para 05 3 tratemientos
Literales iguzles entré columnas no presentan diferencia significativa (P>0.05).
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7.3 Evaluacion de marcadores de estrés oxidativo

En la evaluacion de los parametros de estrés oxidativo se establecieron cédigos para
identificar cada punto de muestreo, con dos puntos en cada etapa. En la primera se
encuentra OhE: finalizacion de la fase de alimentacion con las 3 diferentes dietas
(cero horas de estrés); fase 2 12hE y 24hE (12 y 24 horas después de haber
disminuido Ia temperatura del agua para promover el estrés). Por tltimo, en la etapa
3:12hR y 24hR (12 y 24 horas después de restablecer la temperatura del agua a los
28°C iniciales)

7.3.1 Oxidacion de lipidos
De acuerdo con Hermes-|

ma (2005), la peroxidacion lipidica se ha establecido
desde hace ya varios afios como uno de los mas importantes biomarcadores de
estrés oxidativo, dado que es de los principales dafos que sufre la membrana
celular. El tejido hepatico tiene un alto contenido de lipidos, a diferencia de las
branquias y el misculo de tilapia, por tal motivo, generalmente presenta mayor
concentracion de lipidos peroxidados (Chen-Huei y Sue-Lan, 2004)

En la figura 7 se presentan los resultados de lipidos peroxidados en tejido hepatico,
donde se puede observar que el tratamiento DRMJ tiene los valores mas bajos
(desde 66,67 en ONE y 70.5 nmoles de MDA en 24hE) y estables durante los 5
muestreos (P>0.05). Esto se debe a que los organismos de este tratamiento fueron
menos afectados por el descenso de la temperatura, posiblemente por el aporte
dietario de Por otro lado, el DR presenta los valores mas,
altos (desde 102.15 nmoles de MDA en OhE y 232.76 en 12hR) en los 5 muestros
(P<0.05) y presenta un aumento sostenido desde el tiempo OhE hasta 24hR a partic

del cual se mantienen dichos valores. Este comportamiento se presenta en el
tratamiento DC, pero este presenta una disminucion considerable hasta llegar a
presentar valores iguales al tratamiento DRMJ en los puntos 12hE y 24hE (P<0.05)
El comportamiento de los Gitimos 2 tratamientos se debe a que las dietas contienen
menor cantidad de antioxidantes que la DRMJ y posiblemente estos organismos
produjeron mayor cantidad de radicales libres y ERO’s por efecto de la baja
temperatura y a su vez estos agentes oxidaron los lipidos del higado
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Figura 7. Determinacion de oxidacion lipidica en higado. Contenido de nanomoles de
malonaldehido por gramo de tejico hepatico en peso humedo
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En la figura 8 se presentan los resultados de la peroxidacion lipidica en branquias
En esta se observa que en tejido hepatico, ef tratamiento DRMJ presenta valores
mas bajos en los 5 muestreas (desde 23.8 nmoles de MDA en el tiempo ORE hasta
28.33 en el tiempo 12nR) y permanece sin afectacion durante todo el experimento
(P>0.05). Esto se le alribuye a Ja actividad antioxidante del alimento suministrado,
misma que se tradujo en una resistencia fisiologica de los organismos a ser atacados
por las radicales libres. £ tratamiento DC permanece sin afectacion hasta el tiempo
24hE, donde presenta su valor més alto (48.74 nmoles de MDA) (P>0.05), para
después disminuir y permaneces estables en los tiempos 12hR y 24hR con valores
de 23.72 nmoles de MDA (P>0.05)

Este comportamiento se puede explicar mencionando que fueron necesarias 24 h de
exposicion al shock por frio para que los organismos de este tratamiento fueran
afectados en su estatus redox en este tejido

Por otro lado, el tratamiento DR presenta una disminucion en el tiempo 120E (28.36
nmoles de MDA) con respecto a OhE (P<0.05), pero aumenta en el tiempo 24hE
(50.17 nmoles de MDA) (P<0.05) y permanece con valores altos hasta el tiempo
24hR. Este tratamiento presenta los valores més elevados de MDA debido a que
mostro baja proteccion antioxidante, motivo por el cual las células branquiales fueron
mas afectadas por los radicales libres y EROs producidas durante el estrés inducido
por el shock por frio.

De acuerdo con la teoria que marca la existencia de un aumento en la concentracién
de lipidos oxidados en el estado de estrés oxidativo (Hermes-Lima, 2008), al
observar los valores de las figuras 7 y 8, se considera que existe una recuperacion al
respecto en ambos tejidos en el fratamiento DC, no asi con DR, mientras que el

tratamiento DRM. no presentd afectacién significativa en ninguno tiempo
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Figura 8. Determinacion de oxidacion lipidica en branquias. Contenido de nanomoles
de malonaldehido por gramo de tejido branquial en peso himedo,
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Esto se le atribuye al efecto quimioprotector del alimenta, conferido por la harina de
subproductos de mango y el extracto de jamaica. Se aprecia que el higado es el
tefido que presenta mayor concentracion de lipidos peroxidados, lo cual puede
deberse a que segin la FAO (2011), los peces magros tienen reservas lipidicas en
este tejido y dado que Ia tilapia es un pez magro, presenta un mayor contenido de
lipidos en el tejido hepatico que en las branquias.

Los resultados de este trabajo concuerdan con los de Gutiérrez et af. (2012), quienes
probaron el efecto quimioprotector de N-acetil cisteina (NAC) contra el estrés
oxidativo inducido por cilindrospermopsina O, niloticus. Aunque sus valores son
mayores, 13000 nm de MDA/g de tejido para el grupo contral, 21000 nm de MDA/g
para el grupo estresado y 15000 nm de MDA/g para el grupo estresado pero
expuesto a NAC.

Por otro lado, Mohamed et al. (2015) evaluaron el efecto de la alicna (un potente
agente antioxidante contenido en el ajo) contra el estrés oxidativo en O. niloticus
inducido por deltametrina. De acuerdo con sus resultades, Ia alicina tiene un efecto
benéfico para contrarrestar los niveles de MDA tanto en higado como en branquias,
afectados por la deltametrina. En general, sus valores fueron mas bajos que los
reportados en este trabajo (desde 4.09+0.19 hasta 8.190.32 nm de MDA por g de
tejido en higado), mientras que para fas branquias los valores son de 7.17+0.06
hasta 16.38:0.05, Esto se debe a que emplearon alicina purificada y la adicionaron
de manera directa a la dieta, mientras que en este trabajo los compuestos
antioxidantes se aportaron de manera indirecta y no purificada mediante Ia harina de
subproductos de mango y el extracto de jamaica

Puerto et al. (2009) evaiuaron el papel antioxidante de N-acetil cisteina (NAC) en el
estrés oxidativo inducido por microcistinas en O. niloticus. Sus resultados muestran

un efecto protector de la NAC gue depende de la dosis suministrada, resultando una

enla de MDA en higado de los organismos
afectados, hasta liegar a valores iguales a los del grupo control que no tuva ningin
contacto con el antioxidante ni con las micracistins.

Las diferencias entre los resuitados de fipoperoxidacion de esta investigacion con
respecto a las que han sido citadas pueden deberse a la edad, peso y variedad de
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los crganismos. El estado de salud de los organismos previo al experimento también
influye en su desempeno contra cambios en la calidad del agua o contaminacion de

la misma.

7.3.2 Oxidacion de proteinas

Las proteinas son susceptibles a ser oxidadas y liberar sus grupos carbonilo como
resultado de este ataque. Por esta razén se han utifizada como biomarcadores en la
evaluacion del estrés oxidativo y ofras afectaciones causadas por pesticidas y
plaguicidas en organismos acuéticos (Hermes-Lima, 2005)

En la figura 9 se muestran los resultados de oxidacion de proteinas en tejido
hepatico. En ella se observa que los tratamientos DRMJ y DR presentan los valores
més bajos, mismos que no fueran afectados ni por el descenso en la temperatura ni
por el restablecimiento de la misma (P>0.05). Los resultados obtenidos oscilan desde
1.15 nmoles de GC/mg de proteina en el tiempo 12hR, hasta 1.31 al tiempo 24hR
para el tratamiento DRMJ y de 1.15 al tiempo 24hR hasta 1.55 al tiempo OhE para el
tratamiento DR. Esto se pude deber a que el B-catoteno y a-tocoferol proporcionados.

por la dieta DRMJ aumentan la defensa antioxidante de os organismos que la

consumieron, mientras que en el DR los enla
elaboracién de su dieta pudieron ser suficientes para mantener valores bajos de este
parametro en el tejido mencionado

Por otro lado, el tratamiento DG presenta afectacion hasta el tiempo 24hE, donde la
concentracion GC aumenta y permanece con valores elevados hasta el ultimo
muestreo (24hR) (P<0.05). Se puede infefir que los organismos de este tratamiento
no fueron capaces de recuperar sus valores iniciales de este parametro, debido a
que su dieta no aporté la cantidad suficiente de antioxidantes para resistir el impacto
de la baja temperatura, por la cual. la condicion de estrés oxidativo permanece al

menos durante las 48 h evaluadas.
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Figura 9. Determinacion de oxidacion proteica en higado Contenido de nanomoles
de grupos carbonilo por miligramo de proteina de tejido hepatico.
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En Ia figura 10 se presentan los valores de oxidacion de proteinas en branquias,
donde se observa que los valores mas bajos corresponden al tiempo OE para los 3
tratamientos (P<0.05), dado que en este punto los organismos no han sido sometidos
a ninguna condicion adversa. El tratamiento DRMJ presenta un aumento significativo
(P<0.05) at tiempo 12hE y a partir de este sus valores se estabilizan hasta el utimo
muestreo (24nR) (P>0.05). El valor més bajo para este tratamiento fue de 367
nmoles de GC y el mas elevado fue de 5.74, en los tiempos OhE y 24hE,
respectivamente (P<0.05)

Las graficas 9 y 10 muestran que existe un excelente desempeno de los organismos
del tratamiento DRMJ, ya que los resultados obtenidos en el tejido hepatico no
muestra ninguna afectacion, mienlras que en branquias si existe un aumento, pero
rapidamente los valores se estabilizan. Con esto se considera que existe un gran
beneficio por la inclusion de la harina de mango y e extracto acuoso de jamaica, ya

que los antioxidantes aportados por estos insumos a la dieta y posteriormente a los

tiene un efecto contra la oxidacion de proteinas bajo las
condiciones experimentales evaluadas.
De manera general, los valores del parametro de oxidacion de proteinas concuerdan
can lo reportado por Gutiérrez et al, (2012), quienes evaluaron el efecto de la N-acetil
cisteina (NAC) contra e} estrés oxidativo inducido por cilindrospermopsina en tilapia
de la misma especie. Los valores que repartan solo para el tejido hepético van desde
12 nmol de nm GC/mg para el grupo control, 16 nm GC/mg para el grupo estresado y
14 nm GC/mg para el grupo estresado gue le fue suministrado NAC. Estos

resultados muestran que la NAC contribuye a restaurar los valores de oxidacion de

proteina en afectados por

Asi mismo, nuestros resultados coinciden con los de Puerto et al. (2009), quienes
también trabajaron con NAC en O. pilaticus, solo que el estrés lo promovieron con
microcistinas. Los valores que reportan solamente para el tejido hepatico son de
8.2£0.02 para el grupo control, 10.6:0.3 para el grupo estresado y 7.2¢1.1 GClmg
para el grupo estresado con ia proteccion de la NAC. Al igual que en la investigacion
de Gutierrez et al (2012), se puede observar que la NAC logra restablecer ios
valores de grupos carbonilo en este tejido.

”
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Figura 10. Determinacion de oxidacion proteica en branquias. Contenido de

nanomoles de grupos carbonilo por miligramo de proteina de tejido branquial.
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Por otro lado esta la investigacion de Prieto et af. (2008), quienes realizaron estudios
con esta especie, sofo que como antioxidante utiizaron trolox (andlago de la vitamina
E) y el mismo agente inductor que Puerto et &l (2009). Ademas, evaluaron 2 tiempas
de exposicion, 24 y 48 h. La otra diferencia es que ellos reportan fos resultados en
nmoles de grupos carbonilo por gramo de tefido (nm GC/g de tejido) y solo en el
tejido de branquias, por o cual sus valores son mas elevados. Al igual que los 2
trabajos anteriores, solo reportan resultados del tejido hepatico. Primeramente, si
observaron un aumento de la concentracién de proteinas oxidadas con respecto al
tiempa de exposicion. En el grupo control obtuvieron 600 nmoles/g de tejido para el
grupo can tratox y 1200 para el grupo sin trolox. Los resultados a las 24 h para el
grupo con trolox fueron de 650 nmoles, mientras que el grupo sin trolox fue 2100
nmoles. A las 48 h los valores aumentaron, para el grupo si trolox se obtuvieron 1550
nm mientras que el grupo sin trolox llegd hasta 2450 nmoles/g de tejido. Estos
resultados muestran que el trolox, al igual que Ia inciusion de harina de subproductos
de mango y el extracto acuoso de jamaica tiene un efecto quimioprotector en

branquias

7.3.3 Actividad enzimatica de catalasa
La enzima catalasa (CAT) fue identificada en 1811, cuando se observé que tejidos
tanto de animales como plantas posefan la propiedad de descomponer ei H;O. Esta
enzima junto con la superbxido dismutasa (SOD) se consideran como primera
defensa en contra de la toxicidad del oxigeno (Pandey et al, 2003). Generalmente,
se utilizan juntas, ya que se ha observado una respuesta de induccion simultanea en
las actividades de ambas (Dimitrova ef al. 1984). Sin embargo, también se ha
observado que un exceso de produccion de radical anion superoxido inhibe la
actividad de CAT (Kono y Fridovich, 1982}

£n la figura 11 se presentan los resuitados de la actividad enzimatica de catalasa en
el telido hepatico. En ella se observa que el tratamiento DRMJ mueslsa actividad
estable en los tiempos ORE y 24hR (P>0.05), aunque con un ligero aumento que en
los tiempos 12hE, 24nE y 12hR (P<0.05)
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Figura 11. Determinacion de actividad de CAT en higado. Unidades de actividad de
CAT por miligramo de proteina de tejido hepatico.
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Esto indica que la alimentacién previa al estrés con la dieta que contenia harina de
subproductos de mango y exiracta de jamaica mejora las defensas antioxidantes de
los organismos por la ingesta de compuestos antioxidante. El tratamiento DC
presenta un aumento significativo desde el tiempo 12hE hasta 24nE (P<0.05),
después sus valores disminuyen y estabilizan en los tiempos 120R y 24hR (P>0.05).
llegando a ser cercanos al tiempo ONE. Por dltimo, el tratamiento DR presentd
actividades enzimaticas de CAT muy elevados (P<0.05) en el tiempo OE, pero
después disminuyeron y se mantuvieron nasta el punto 24hR, donde aumentaron
nuevamente (P<0.05)

En estos Gitimos 2 tratamientos (DC y DR). los organismos no mostraron un sistema
antioxidante capaz de mitigar los efectos adversos inducidos por la baja temperatura,
lo cual se puede deber a que sus dietas no contienen la cantidad necesaria de
antioxidantes para mantener un sistema redox resistente a dicha condicion

En la figura 12 se muestran los valores de actividad enzimatica de CAT para
branquias. En la misma se aprecia que el tatamiento DRMJ muestra valores
estables en los 3 primero tiempos de muestrea (P>0.05), pero en los tiempos 12hR y
24hr los valores disminuyen (P<0.05). Con esto se puede inferir que existe un efecto

positivo en el sistema redox celular al ingerir mayor cantidad de compuestos

Por otra lado, el DC presenta un aumento al tiempo 12hE.

(P<0.05). p: se aprecia una 6n en los tiempos 24hE y 12hR
(P<0.05). para luego mantenerse estables (P>0.05). Esto indica que los organismos
de este tratamiento fueron capaces de recuperar su nivel de actividad de catalasa,
aunque hayan sido afectados negativamente por el descenso de la temperatura del
ambiente. El tratamiento DR presenta un aumento en los tiempos 12hE y 24hR
(P<0.05) y una disminucién en los tiempos 24hE y 12hR (P<0.05). Este
comportamiento tan variable puede deberse a que existia un desequiliorio muy
fluctuante entre la produccién de radicales libres y EROs con respecto a la de
antioxidantes, aunado a que la ingesta dietaria de compuestos con esta actividad fue
menor que en el tratamiento DRMJ (P<0.05), de acuerdo a los resultados de la tabla
5
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Figura 12. Determinacion de actividad de CAT en branquias. Unidades de actividad

de CAT par miligramo de prateina de tejido branquial
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Como se menciont anteriormente, la CAT es una de las principales defensas contra
el ataque de los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Esta
actia en el ciclo redox de la eliminacion del radical superdxido, mismo que es
convertido en H,0, por la SOD y que la CAT convierte posteriormente en H:0
(Pandey et al., 2003)

Como se puede observar en las figuras 11 y 12, el tejido heptico fue el mas
afectado en cuanto a este biomarcador, ya que resulto con valores de actividad
enzimatica mayares que los de branquies. Esto se puede deber a que es en este
tejido donde tene lugar la eliminacion del HzO; producido por el propio metabolismo
o por la dismutacién del radical superéxido. De cualquier rmanera, en ambos tejidos el
tratamiento DRMJ mostrd a menor afectacion, confirmando con esto que la inclusion
de harina de subproductos de mango y el extracto acuoso de jamaica tiene un efecto
benéfico al mejorar 0 aumentar la resistencia del sistema antioxidante de los
organismos propiciado por una mayor ingesta de compuestos con actividad
antioxidante.

Los resultados de este trabajo contrastan con los reportados por Eman y Engy
(2014), quienes suplementaron la dieta de tilapia (O. niloticus) con alga verde
(Chiorea vulgaris) nca en luteina para evaluar el efecto contra el estrés oxidativo
provacado por arsénica (As). Eslos autores utlizaron un 10% de inclusion de alga
verde en la dieta, al igual que en el presente trabajo donde se incluyd ese porcentaje,
pero de harina de subproductos de mango. En cuanto al higado, los resultados
obtenidos fueron de 4.0, 1.8 y 3.0 U/g de tejido para los grupos control, expuesto a
As y expuesto con la inclusion de alga verde, respectivamente. Para branquias, los
resultados fueron 2.2 para el grupo control, 1.6 para el expuesto a As y 2.0 U/g de
tejido para el expuesto a As y aiimentado con alga verde. El contraste radica en que
el As provocé una disminucion en la actividad de CAT en ambos tejidos, aunque se
ha reportado que en ocasiones los metales pesados y algunos otros elementos
quimicos tienen este efecto, no solo en esta enzima, sino también en glutation
reductasa y glutation-s-transferasa (Guiuzar y Mustafa, 2010). Para confirmar lo

mencionado en el parrafo anterior, se encuentra el trabajo de Guluzar y Mustafa



(2010), que observaron una disminucion en la actividad de CAT como resuttado de la
exposicion a metales pesados (Cd, Cu. Cr, Zn y Fe) en O. nilaticus

Por otro lado, los resultados de Montovani et al. (2009) son similares a los del
presente trabajo. Su investigacion cansistié en evaluar el efecto de la exposicion de
O. niloticus a triciorfon (insecticida organofosforado) sabre el estatus oxidativo, solo
que dnicamente evaluaron el tejido hepatico, donde obtuvieron valores de 7.75:0.48
y 10.1241.07 U/mg de proteina para los grupos control y expuestos al triclorfor,
respectivamente. Con esto s puede notar que existe un aumento en la actividad en
CAT en higado provocado por este insecticida ampliamente utilizado en la préctica
de la agricultura

Por Gitimo, Mohamed ef al. (2015) evaluaron el efecto de Ia alicina (compuesto con
una alta actividad antioxidante encontrado en el ajo) sobre el estrés oxidativo
inducido por deftametrina en O. niloticus. Aunque sus resuitados de actividad de CAT
son similares a los de esta investigacion para branquias, son mas elevados para el
tejido hepatico. Para el higado los valores que obtuvieron son 19.31£0.78, 20.9¢1.03
y 19.18+1.18 U/mg de proteina para los grupos control, estresado y estresado con
adicion de alicina, respectivamente, En cuanto a branquias, los resultados fueron
5.5+0.34 para el grupo control, 6.15:0.37 para el grupo estresado y 5.9:0.4 para el
estresado con adicién de alicina. De acuerdo con sus resuitados, la deftametrina
provoca que los valores de actividad de catalasa aumenten en higado y branquias, al
igual que el shock por frio evaluado en el presente estudio. Asi mismo, indican que fa
alicina tiene la capacidad para mantener los valores de esta enzima cescanos a los

niveles basales.

7.3.4 Actividad enzimética de glutation peroxidasa
Las glutatién peroxidasas son selenoproteinas, excepto Ia isoforma tipo V y forman

parte del sistema glutation 6n reductasa (GR)

Su accion principal es la reduccion del H;0; y de fipoperoxidos (L-OOH) por la
glutatién peroxidasa (GPx), usando como sustrato el glutation reducido (GSH) que
pasaré a su forma oxidada (GSSG), el cuat es reducido de nuevo a glutation libre por
la accién de la GR. El sistema antioxidante GPX/GR esta relacionado con otros

&



sistemas antioxidantes, por ejemplo el SOD/CAT. Aunque se ha observado que

ambos sistemas no actiian a la par, ya que la CAT actia en presencia de altas

concentraciones de H,0, y a bajas concentraciones actia la GPx (Beers y Sizer,

1952).

En la figura 13 se muestran los resultados de GPx en tejido hepatico, reportados

como miliunidades por miligramo de proteina (mU/mg). En ella se observa que el
DRMJ presento dif hasta el iempo 12hR, donde se

observé una disminucién que continué hasta su valor mas bajo a las 24hR (P<0.05)
Este comportamiento puede deberse a que las enzimas dependientes de glutation

son mas utilizadas por el organismo para eliminacion sustancia quimicas que para

defender al organismo de una ién en los para del
agua (Rios et al, 2013) Por atro lado, el tratamiento DC presenta los valores mas
altos (P<0.05) en el tiempo OKE, con una disminucién al tiempo 12hE (P<0.05), en el
tiempo 24hE aumentan nuevamente hasta igualar los valores del tiempo OhE
(P>0.08), finaimente disminuyen en el tiempo 12hR (P>0.05). Por Gltimo, el
tratamiento DR presenta un comportamiento similar al DC, aunque con valores,
diferentes (P<0.05)

Los valores para el tratamiento DRMJ oscilaron entre 0.26 y 8.46, para los tiempos
24nR y OhE respectivamente. Por otro lado, el tratamiento DC resulté con las
actividades enzimaticas més elevadas de os 3 tratamientos. mismos que van desde
4569 al iempo 12hR hasta 13.91 al tiempo OhE. Por dltimo, los valores para el
tratamiento DR oscilaron entre 273 y 13.72, para los tiempo 24hR y ONE,
respectivamente. Los valores de los tratamientos DC y DR son iguales

estadisticamente en varios de los puntos de muestreo, debido probablemente a que

la i dietaria de fue deficiente y a que el
tiempo de exposicion a la baja temperatura afects igual a estos organismos

En la figura 14 se muestran los resultados de actividad enzimatica de glutatiéon
peroxidasa de branquias, en la que se puede observar que el tratamiento DRMJ
presenta los valores mas bajos aunque presenta diferencias significativas (P>0.05),

debido tal vez a que la concentracion de H,0; en este tejido era muy baja y no
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Figura 13. Determinacién de actividad de GPx en higado. Miliunidades de actividad
de GPx por miligramo de proteina de tejido hepatico
Literales iguales no presentan diferencia significativa (P>0.05). n=3
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Figura 14. Determinacion de actividad de GPx en branquias. Miliunidades de
actividad de GPx por miligramo de proteina de tejido branquial
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requeria la produccién continua de esta enzima. Por otro lado, el tratamiento DC si
resultd con afectaciones  significativas (P<0.05), ya que sus valores de actividad
enzimética aumentaron en los tiempo 24hE y 12hR, aunque después descendieron
en el tiempa 24hR. Por Gitimo, el tratamiento DR que fue el mas afectado en este
tejido, presents los valores mas elevados en los tiempos 12nE y 24hE (P<0.08). Esto
puede deberse a que los de este una deficiencia

para eliminar el H,O; en este tejida por medio de la catalasa y se subsano con el
aumento en la actividad de GPx, enzima que tiene la misma funcion para eliminar el
H0,

En este trabajo las branguias fue el tejido mayormente afectado en cuanto a la
actividad de GPx (Figuras 13 y 14). pero en ambos tejidos el tratamiento DRMJ
resultd con los valores mas bajos durante las 3 fases del experimento. Almeida et al
(2002 y 2009) encontraron valores mas elevados en la actividad de esta enzima, en
ambos casos el estrés oxidativo se indujo con la exposicion a cadmio (Cd) en O,
niloticus. Los resultados que encontraron se sitdan entre 13.8424 12 y 70.2¢5.8 Ulg
de tejido hepatico. Las diferencias tan marcadas entre estos resultados y los
encontrados en el presente estudio pusden deberse a que ellos emplearon
organismos de entre 30 y 40 g de peso y debido a que se conoce que los peces a
menor talla, peso y edad son mas suceptibles a desarrollar estrés oxidativo o alguna
patologia, debido a que su sistema inmune no se ha desarrollado completamente
(Rios ef af, 2013). Baysoy ef al. (2012) encontraron valores mas bajos que los de
Almeida et al (2002 y 2009). aunque siguen siendo mas elevados que los de
presente estudio. Eilos investigaron sobre el efecto de la salinidad y bicdisponibifidad
de cromo y plomo (Cr y Pb) en el sistema antioxidante hepatico de O. noloticus. Los
valores de actividad de GPx que obtuvieron fueron de 0.9 y 1.5 Uimg de proteina
para los grupos control y expuestos, respectivamente. La actividad tan elevada
reportada en estos trabajos puede deberse a que existian concentraciones bajas de
peréxido de hidrégeno en estos tejidos, dado que la GPx actia bajo estas
condiciones y CAT con concentraciones mayores.

Por otro lado, Rios et al. (2013) evaluaron la alteracion de los biomarcadores de

estrés oxidativos del tejido hepatico en O. niloticus espuesta a cilindrospermopsina.

8



Sus resultados fueron de 3.6 y 6.3 U/mg de proteina para los grupos control y
estresado, respectivamente. En este trabajo, los resultados de CAT fueron mas
elevados que los de GPx, por lo que se puede presumir que la concentracion de
peréxido de hidrégeno fue lo suficientemente elevada para que se presentara esta
situacion

7.3.5 Actividad enzimatica de superoxido dismutasa

La enzima superéxido dismutasa (SOD) es una enzima que contiene Cu, Zn o Mg en
su sitio activo, siendo entonces una metaloproteina, la dependiente de Cu y Zn las
que se encuentran en el citosal, mientras que la dependiente de Mg se encuentra en
mitacondria. El poder antioxidante de SOD radica en que cataliza la conversion del
radical superéxido a H,0; mediante dismutacion (Stallings et al., 1992) Las enzimas
SOD juegan un papel antioxidante fundamental, su importancia esta indicada por su
presencia en todos los aerobios la
velocidad de las dismutaciones catalizadas por SOD es cercana a su limite de

difusion, haciéndola una de las enzimas més activas (Helmunt, 1991; Van der Oost et
al,, 2003)

En la figura 15 se presentan los resultados de actividad enzimatica de superoxido
dismutasa para el tejido hepatico, reportados en unidades por miligramo de proteina
(Ulmg de proteina). En ella se observa que el tratamiento DRMJ presenta los valores
mas bajos de los 3 tratamientos, con un aumento significativo en el tiempo 12hE
(P<0.05). Esto indica que a las 12 h de estrés la produccion de radical superoxido
auments debido a la disminucion de la temperatura, pero se recuper6 el nivel inicial
de manera rapida gracias al aporte de los compuestos antioxidantes que neutralizan
los radicales fibres y permiten que el radical superdxido se genere con menor
velocidad

Por otro lado, el tratamiento DC tiene los valores de actvidad més altos de los 3
tratamientos (P<0 05), esto puede deberse a que su dieta tiene menor concentracién
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Figura 15. Determinacion de actividad de SOD en higado. Unidades de actividad de
SOD por miligramo de proteina de tejido hepatico
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de compuestos antioxidantes y por tal motivo esta enzima presenta mayor actividad,
¥a que se produce un exceso de radicales superéxido,

Se observa un aumento en los tiempos 12hE y 24hE. aunque disminuyen en los
tiempo 120R y 24hR. con valores iguales a los del tiempo ONE (P<0.05). Esto indica
que aunque existe una afectacion en este tratamiento, los organismos fueron
capaces de recuperar sus niveles normales dado que el dafio no fue permanente,
sino que al retirar el factor o agente estresante la produccion del radical superdxida
se normalizé. Por uitimo, en el tratamiento DR se aprecia un aumento significativo
(P<0.05) y sostenido desde el tiempo 12hE hasta las 24hR. Este comportamiento se

puede deber a que en dicho se presents una on del radical

superoxido debido a una deficiencia organica de compuestos antioxidantes y por
ende la incapacidad de neutralizar los radicales libres generados metabélicamente.
En la figura 16 se muestran los resultados de actividad de superéxido dismutasa para
las branquias, en esta se puede observar que los valores para el tratamiento DRMJ
permanecen sin afectacion (P>0.05) y ademas son los mas bajos de los 3
tratamientos. Esto puede deberse a que en dicho tejido la generacion del radical
superoxido no se afectd por el descenso de la temperatura, ya que los compuestos
antioxidantes consumidos mediante |a dieta fueron capaces para neutralizar los
radicales libres generados. Por otro lado, el tratamiento DC muestra los valores mas
elevados (P<0.05) pero estables con respecto al tratamiento DRMJ, lo cual puede
indicar que durante la etapa 1 auments la produccion de radicales superoxido. tal vez
por causas fisiolégicas de los organismas, aunque no se afecto por el shack por frio
En cuanto el tratamiento DR. este presenta valores con afectacion sostenida
(P<0.05), ya que se observa un aumenta en los tiempos 12hE y 24hE con respecto
del ONE, aunque posteriormente disminuyen en el tiempo 12hR, pero aumenta de
nuevo al 24hR. Esto indica que si existio una afectacion por efecto de la baja
temperatura dado que su capacidad antioxidante fue deficiente debido a la baja
ingesta de compuestos con esta actividad.



U/mg de proteina
5
Y
z
-
- m
28R

one 120 2anE 1280 2an
Tiempo (n}
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La superéxido dismutasa es ia enzima encargada de dismutar el radical superéxido y
convertilo en H,0;. Es una de las primeras defensas contra el ataque de radicales
libres y ERO en el organismo (Pandey et al., 2003).

Los resuitados de esta investigacion muestran valores de actividades similares en
higado y branquias en cuanto a esta enzima (Figuras 15 y 16), aunque en ambos

tefidos la DRMJ mantuvo los valores mas bajos de los 3 tratamientos. Esto puede

deberse a que los de este el efecto

de los que mediante la dieta

Almeida et al. (2002 y 2009) obtuvieron resuitados mas elevados a los del presente
estudio en la actividad de esta enzima en su trabajo de investigacion con cadmio
sabre esta misma especie. Los valores que reportan van desde 14314106 para el
grupo contral y 623.7+7.0 (Uimg de proteina) para el grupo estresado. Como ya se
menciono anteriormente, esto puede deberse a que en ellos emplearon organismos
mas pequefios, de entre 30 y 40 g de peso, que son mas susceptibles a ser
afectados por cualquier condicion climatica adversa debido a gque su sistema
inmurologico es inmaduro. En este aspecto, Castro et al. (2012) también obtuvieron
resultados més elevados en tejido hepatico del orden de 300.9+17.5 y 248.3:19.4
Uimg de proteina para los grupos control y estresados, respectivamente, aunque al
igual que en ei presente trabajo indujeron el estrés con bajas temperaturas. Estos
autores trabajaron con lenguado (Solea senegalensis) y a pesar de la diferencia de
especies, observaron que el shack por frio provoca una disminucién significativa en
la actividad de esta enzima, pero un aumento en las enzimas de CAT y GPx, asi
como en ia lipoperoxidacion (P<0.05)

Guluzar y Mustafa (2010) también obluvieron valores mas elevados que los del
presente estudio (86.11x18 9 U/mg de prateina en promedio) al inducir estrés en O.
niloticus con Cd, Cu, Cr y Fe. En este trabajo igualmente observé una disminucién en
Ia actividad de SOD, pero también en CAT, GPx, Asi misrmo, Montovani ef al. (2009)
observaron una disminucion en la actividad de SOD en O. nilolicus estresadas con
triclorofon (TRC), encontrando valores similares a los de este trabajo: 3.5:0.2 y

2.87+0.17 U/mg de proteina para los grupos cantrol y estresados, respectivamente.



Por otro lado, Mohebbi ef al (2012) evaluaron la influencia dietaria del ajo sobre el
estatus redox en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Aunque ellos analizaron el
estrés oxidativo en sangre y no indujeron algin tipo de estrés, sus resultados
coinciden con los de este trabajo ya que la inclusion de fuentes de antioxidantes
naturales en |a dieta de los peces mejora su estatus redox, por lo que se puede
prevenir o contrarrestar la condicion de estrés oxidativo. Mohamed et al. (2015)
también observaron el efecto benéfico de fos antioxidantes naturales al incluir alicina
en dieta para O. piloticus estresadas con deltametrina. Sus resultados de actividad
de SOD aunque son mas elevados que los de esta investigacion, coinciden al
mencionar que el enriquecer los alimentos para peces con antioxidantes naturales
les confiere a estos la capacidad para contrarrestar el estrés oxidativo. Para el tejido
hepatico, los resultados fueron: 97.56+3.9, 108.864.33 y 87.77+4.63 Uimg de
proteina para los grupos contral, estresado y estresado con adicion de alicina,
respectivamente. Para la branquias los valores fueron més bajos: 27.831.69 para el
grupo control, 33.63x2.7 para el grupo estresado y 19.53+1.66 U/mg de proteina
para el grupo estresado con adicién de alicina

Los valores tan elevados de estos trabajos con respecto al presente estudio se
puede deber a que as tallas de los organismos fueron diferentes en cada uno de
elios, con diferencias de hasta 150 g de peso También se puede deber a que
posiblemente utilizaron otra variedad de O. niloficus ya que no reportan ese dato. Asi
mismo, ofro motivo puede ser que en si, el factor estresante que utiizaron fue un
agente quimico o microbiologico, mientras que en el presente estudio fue un agente

fisicaquimico y este tiene un efecto directo en el grado del estrés inducido.



8. CONCLUSIONES

La inclusién de harina de subproductos de mango y extracto acuoso de jamaica en la
elaboracion de una dieta para tilapia aumento la actividad antioxidante y el contenido
de compuestos bioactivos especificos como fenslicos totales, a-tocoferol y B-
caroteno en la misma. Asi mismo, el suministro de este alimento por 6 semanas,
mejor el sistema redox de los organismos y les confirié un efecto quimioprotector
contra el efecto del descenso abrupto en la temperatura, de acuerdo a los

biomarcadores de estrés oxidativo analizados en esta investigacion. Respecto a la

de a-tocoferol y en branguias e higado, posiblemente el
corto tiempo de alimentacion con esta dieta no favorecié a que se presentara dicha
situacion
Con base en los Ultimos 2 tiempos de muestreos, se puede concluir que suspender el
factor estresante (baja temperatura) permite que los valores de los biomarcadores de
estrés oxidativo analizados en este estudio regresen a sus niveles iniciales en el
wratamiento DRMJ. El descenso abrupto de la temperatura empleado en esta
investigacion afectd los valores de todos los parametros analizados denominados
como biomarcadores de estrés oxidativo en las dietas que no fueron enriquecidas

con antioxidantes naturales.
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9. PERSPECTIVAS
Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion, se recomienda

1. Aumentar el tiempo de alimentacién con la dieta DRMJ al menos 2 semanas
més para evaluar si con este tiempo se presenta una bioacumulacion de a-
tocoferal y B-caroteno.

~

Evaluar los mismos biomarcadores de estrés oxidalivo en riion y bazo para
determinar si en estos tejidos se manifiesta alguna afectacion por efecto de la
baja temperatura.

w

Evaluar si la dieta DRMJ es efectiva contra otro inductor de estrés oxidativo

como alguna plaguicida orgarioclorado y organofosforado.

N

Emplear otra fuente de antioxidantes naturales ylo sintéticos y evaluar si

muestra el mismo desemperio que la dieta DRMJ
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Anexo 1. Curva estandar de albumina de suero bovino (BSA) para la cuantificacion
de proteinas por la técnica de Bradford
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Anexo 3. Cromatograma del estandar de a-tocoferol
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Anexo 5. Cromatograma de la determinacién de a-tocoferol en a dieta DRMJ
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Anexc 6. Cromatograma de la determinacion de §-caroteno en la dieta DRMJ
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