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RESUMEN

EI estudio sobre el estres oxidativo en organismos acuaticos ha venido cobrando

gran importancia en los ultimos alios, particularmente en especies con mayor valor

comercial como la tilapia. Se ha analizado con mayor amplitud la inducci6n de esta

condici6n por la contaminaci6n quimica 0 biol6gica del medio acuatico, aunque se

sabe que laalteraci6n de algunos parametros fisicoquimicos correspondientes a la

calidad del agua como la temperatura asi como la concentraci6n de oxigeno y

amenia provoca la inducci6n del estres oxidativo. En este trabajo se analiz6 el

impactodela inclusi6n de harinadesubproductos de mangocv. AtauIfoyunextracto

acuoso de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) como fuente de antioxidantes naturales en

la elaboraci6n de una dieta funcional para tilapia (0. niloticus) sobre el estres

oxidativo inducido por un descensoabruptode la temperatura. En la primera etapa,

organismos de 158.59±8.79 9 fueron divididos en 3 tratamientos, segun la dieta

correspondiente: comercial, de referenciaycon inclusi6nde harinade subproducto

de mango y extracto de jamaica. Durante esta primera fase (6 semanas), los

organismos fueron alimentados segun su tratamiento para permitir el consumo de los

antioxidantes contenidos en las mismas. En la etapa 2, la temperatura del agua se

disminuy6 de 27.8±O.90·C a 18.49±O.09·C y se mantuvo durante 24 h con la adici6n

de agua-hielo. En la etapa 3, la temperatura fue reestablecida a 27.8±O.90·C y

mantenidadurante24 h. Seanaliz61aactividad antirradical yel contenido de algunos

compuestos bioactivos en las dietas, as! como el higado y branquias de los

organismos para determinar su posible bioacumulaci6n. Respecto al estres oxidativo,

se analizaron algunos de los biomarcadores mas empleados como lipiperoxidaci6n,

ox!daci6n proteica y actividades enzimaticas de catalasa, glutati6n peroxidasa y

super6xido dismutasa. En cuanto a la evaluaci6n de actividad antioxidante en la

dietas y el contenido de compuestos bioaclivos, la dieta con mango y jamaica

present6 los valores mas elevados (P<O.05), mientras que en los valores de

biomarcadores de estres oxidativo, los organismos alimentados con esta misma dieta

presentaron los valores mas bajos (P<O.05). Los resultados del presente estudio

sugieren que la DRMJ confiere un efeclo quimioprotector a los organismos contra el

estresoxidativoinducidoporbajastemperaturasdelagua.
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1. INTRODUCCI6N

La acuicultura es una actividad econ6mica muy importante para la alimentaci6n

humana ya que produce alrededor del 50% del pescado que se consume a nivel

mundial. En Mexico presenta un buen desarrollo debido a la adaptabilidad y

susceptibilidad que tienen muchas especies a ser cultivadas, as! como la gran

aceptaci6n de alimento que aporta. Especies como la trucha, carpaytilapia son de

las mas 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 adaptaci6n a

condiciones adversas en su medio de cultivo; tambien porque presenta una gran

demanda tanto en el mercado interno como en Norteamerica (FAO, 2011).

Latilapianil6tica (Oreochromisniloticus) esun peznativodeAfrica,posiblementeel

mas importante dentro del grupode peces deaguas calidasy una de las especies

predominantes en el comercio a nivel mundial. G6mez et al. (2003) afirman que las

principales ventajas son su bajo costo de producci6n, calidad de carne, facil

reproducci6nyunarapidatasadecrecimiento. En Mexicoseproducenalrededorde

BO,OOOtanuales de estaespecie mediante la acuicultura, particularmenteelestado

de Nayarit se encuentra en losprimeroslugaresdeproducci6n, misma que asciende

a 1,600 t anuales (CONAPESCA-CSPT, 2014).

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

aumentodelaproducci6n, ladisminuci6nen loscostosysituaciones queprovocan

la aparici6n de distintas patologias que interfieren con un buen desarrollo del cultivo.

Se ha reportado que algunos factores, tales como los pesticidas, metales pesados,

condiciones c1imaticas y fisicoquimicas adversas provocan estres oxidativo. Esta

condici6n fisiol6gica se define como la exposici6n de celulas 0 tejidos a un exceso de

sustanciasoxidantes, particularmenteradicaleslibresyespecies reactivasaloxigeno

(EROs). Dicha situaci6n conlleva al desequilibrio entre las sustancias oxidantes y las

antioxidantes a favor de las primeras, provocado por faclores como deficiencias en

el sistema antioxidante, contaminaci6n por quimicos (xenobi6ticos) asi como por

cambios abruptos en la temperatura del agua, altas concentraciones de amenia y

bajas concentraciones de oxigeno disuelto (Cruz et al., 2011). Se han desarrollado

numerosas investigaciones con el prop6sito de encontrar alternativas para erradicar



estacondici6n, sobretodose han enfocadoen la utilizaci6n de antioxidantes

sinteticos y naturales suministrandolos a los organismos en cultivo, ya sea de

manera directa (intraperitoneal), disueltos en el agua 0 bien mediante una dieta

suplementadaconlainclusi6ndeestoscompuestosantioxidantes(Sanchez,2013).

Aclualmente se ha optado por sustituir los antioxidantes sinteticos por naturales y

con ello evitar los efectos adversos que estos conllevan, ya que se sabe que son

cancerigenos (Sanchez, 2013). Los antioxidantes naturales que se han utilizado se

extraen dedistintasfuentes, tales como tomate, cebolla, br6coliydistintasespecias

culinarias como oregano, laurel, canela, clavo entre otros. Se sabe tambien que el

mango tiene gran cantidad de compuestos bioactivos (tocoferoles y carotenoides,

principalmente) asi como la jamaica, que contiene antocianinas, quercetinas, otras

sustancias polifen61icas y que ademas presenta propiedades antibacterianas,

diureticasehipocolestoremicas (Barreto etaJ., 2008; Hirunpanich etaJ., 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 0 eliminados 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 decalidad paraser

exportados y es necesario conferirle valor agregado, para que los productores

obtenganlamayorcantidaddegananciasyquecontinuenconsucultivo.

Las investigaciones que se han realizado han monitoreado el comportamiento de

diversos parametros denominados "biomarcadores de estres oxidativo",dentrodelos

que se encuentran la oxidaci6n de Iipidos y proteinas, actividades enzimaticas de

catalasa (CAT), super6xido dismutasa (SOD), glutati6n peroxidasa (GPx), glutati6n-s­

transferasa (GST), glutati6n reductasa (GR). Estos marcadores se han evaluado en

tejidos como higado, branquias, riMn, sangre, bazo y musculo. Oebido a que se

buscan alternativas para disminuir 0 erradicar este problema mediante la aplicaci6n

de antioxidantes naturales, este estudio tiene como objetivo incluir harina de

subproduclos de mango y extracto acuoso de jamaica en una dieta como fuente de

compuestos antioxidantes y evaluar el impacto sobre la condici6n de estres oxidativo

en tilapia sometidas un descenso abrupto de la temperatura del agua (estres agudo).



2. REVISI6N DE lITERATURA

2.1 Biologia y habitat de la tilapia

La tilapia del Niloes una especie tropical que prefiere viviren aguas someras.Las

temperaturas letales son: inferior de 11-12 DC Y superior de 42 DC, en tanto que la

temperatura 6ptima de crecimiento oscila entre 26 y 32 DC. Es un organismo

omnivoro que se alimenta de fitoplancton, perifiton, plantas, pequenosinvertebrados,

fauna bentica y desechos. Puede filtrar alimentos tales como particulas suspendidas,

incluyendo el fitoplancton ybacterias queatrapaen las mucosasdelacavidadbucal,

aunque la mayor fuente de nutrici6n la obtiene pastando en la superficie sobre las

capasdeperifiton(FAD,2010).

En estanques, la tilapia alcanza su madurezsexual a la edad de 56 6 meses yel

desove inicia cuando la temperatura alcanza 24 DC. EI proceso de reproducci6n

empieza cuando el macho establece un territorio, excava un nido a manera de crater

y 10 vigila. La hembra madura desova en el nido y tras la fertilizaci6n por el macho, la

hembrarecoge los huevosen su bocayse retira. Estaincuba los huevosensu boca

y cria a los organismos hasta que se absorbe el saco vitelino. La incubaci6n y

crianza se completa en un periodo de 1 a 2 semanas, dependiendo de la

temperatura. Cuandose liberan lascrias, estos pueden volveraentrara la boca de

la madre si les amenaza algun peligro, siendo una incubadora bucal materna. EI

numero de huevos de una ovoposici6n es mucho menor en comparaci6n con la

mayoria de otros peces de cultivo (Soto, 2010; FAD 4011)

2.1.1 Antecedentes historicos

En 1978, la tilapia del Nilo se introdujo a China, actualmente el principal productor

mundial y que continuamente ha producido mas de la mitad de la producci6n global

de 1992 a 2003. Lacriaincontroladadetilapiaenestanquesquecondujoaun

excesivo reclutamiento, enanismo y un bajo porcentaje de peces de talla comercial,

empai\6 el entusiasmo inicial que se habia generado por la tilapia como un pez para

alimentar a vastos sectores de la poblacion. EI desarrollo de tecnicas de reversi6n

sexual mediante hormonas en los alios 70's represent6 un triunfo importante que

permiti6 el cultivo de poblaciones monosexuadas hasta tallas comerciales uniformes.



Adicionalmente, la investigaci6n en nutrici6n y sistemas de cultivo, junto con el

desarrollo del mercado y avances de procesamiento, condujeron a una rapida

expansi6n de la industria desde mediados de los arios 80'5. Se cultivan diversas

especies de tilapia a nivel comercial, perc la tilapia del Nilo es la predominante

mundialmente (FAO, 2010).

2.1.2 Rasgos morfol6gicos

Latilapiapresenta un cuerpocomprimido, escamas cidoideas asicomoausenciade

protuberancia en lasuperficie dorsal del hocico. EI primer arco branquial tiene entre

27y33filamentos branquiales,la linea lateralse interrumpe,tieneespinas rigidasy

blandascontinuas,aletadorsalcon16017espinasyentre11y15rayos.Laaleta

anal tiene 3 espinas y 10 u 11 rayos yposeealeta caudaltrunca. Las aletas pectoral,

dorsalycaudaladquierenunacoloraci6nrojizaentemporadadedesoveyunaaleta

dorsalconnumerosaslineasnegras(Figura 1).

2.1.3 Paises productores

DeacuerdoconlaFAO(2011),latilapia hacolonizadohabitatsdiversos, puesesun

pez de aguas calidas, dulces y salobres que puede adaptarse a bajas

concentraciones de oxigeno, por 10 que tambiem es comun que habite en aguas

(Ienticas), permaneciendoenzonaspocoprofundasycercanasalasorillas. Latilapia

se ha introducido en todo el mundo y se cria de manera generalizada en tr6picos y

zonas subtropicales. Aunque Asia domina la producci6n en la actualidad, se cria

cada vez mas en condiciones ambientalmente controladas en dimas templados. Se

encuentra naturalmente distribuida por America Central, sur del Caribe, sur de

Norteamerica y el sudeste asiatico y Medio Oriente y Africa (Figura 2).



Aleta dorsal

Figura 1. Descripci6n morfol6gica de la lilapia. Ubicaci6n de los lejidos exlernos mas
importanles del organismo. Tornado de www.sagarpa.gob.mx



Figura 2. Distribuci6n geografica del cultivo de tilapia en el mundo. Tomado de
www.sagarpa.gob.mx



2.2Elmango

EI mango (Mangifera indica L.) (Figura 3) pertenece a la familia Anaridiaceae que

incluye alrededor de 600 especies. Es una fruta popularyconocida como el rev de

lasfrutas, secree que es una de las masantiguascultivadas, su origen seencontro

en la regi6n Indoburma (Asia, Birmania-India). La temperatura optima de crecimiento

delaplantaesde24°-27"C, ensuelosconpHalrededorde5.5-7.5, creceenzonas

tropicales a una altitud de hasta4,000msnmya2,000 msnmyenzonas donde las

estaciones estEm muy marcadas (Purseglove, 1974). Es una fruta c1imaterica que en

estado de maduraci6n es ideal para consumo y tiene una vida de anaquel muy corta

De acuerdo con el Comite Sistema Producto Mango, en Mexico existen diversas

variedades como: Tommy, Haden, Ataulfo, Manila, Keitt, Manzana, Pifia canario,

Sensation y Kent, que se encuentran disponibles en verano (CSPM, 2010).

Eltamafio del fruto varia de 2.5-30 cm de largo, su formaes ovaladaoredonda, con

un huesointerior de tamafiosignificativo, creceenarbolesdehojaperenne, presenta

grandes variedades de tamafio y caracteres. EI color depende de la regi6n donde

este cultivado, pero abarca mezclas de verde, amarillo y rojo (Popenoe, 1974).

2.2.1 Composicion quimica y nutrimental del mango

La semilla del mango abarca del 9 al 27% aproximadamente del peso total de la

fruta, elcolordesu piel ypulpa varia con la madurezyelcultivo,esbuenafuentede

provitamina A y su contenido de carotenoides aumenta durante su madurez (Lako,

2007). Lapartecomestibledelfrutocorrespondeentreel60y75%,sucomponente

mayoritarioeselagua(84%),sucontenidodeazucarvariaentre10-20%yconuna

baja cantidad de proteinas (0.5%). Tambien contiene gran cantidad de acidos, donde

elpredominanteeselacidocitrico, presentandocantidadesconsiderablesdeacido

malico,succinico,ur6nico,tartaricoyoxalico(Jagtianietal., 1988). EI mangoes 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 tambien una importante

fuentedevitaminasyminerales (Tabla 1).



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



Tabla 1. Composici6n nutrimental del mango por cada 100 g.
Componente Contenido

Agua 81.7g

Proteinas 0.7g

Grasa O.4g

Carbohidratostotales 16.8g

Fibra 0.9g

Calcio 10mg

F6sforo 13mg

Hierro O.4mg

Sodio 7mg

VitaminaA 4,800UI

Tiamina 0.05mg

Rivoflavina 0.05mg

Niacina 1.1 mg

Acidoasc6rbico 35mg

Tomadode:Slafford(1983).



2.2.2 Producci6n mundial del mango

Los principales paises productores de mango a nivel mundial son India, China,

Pakistan, Mexico, Tailandia, Indonesia y Brasil (FAOSTAT, 2011). En el ano 2006,

Mexico particip6 con 6.1 % del total de la producci6n mundial por debajo de India,

China y Pakistan. EI rendimiento promedio mundial de los alios 2004 a 2006 fue de

7.9tporhectarea, segun los datos estadisticosreportados poria FAO (2011). En la

basededatosdelaFAOsehanreportadoquealgunospaisesobtienenhasta40ton

por hectarea, como sucede en Samoa, 0 como en las Polinesias donde reportan mas

de31 tpor hectarea. Brasil, Pakistan y Mexico son 105 paises que han reportado 105

mayoresrendimientosenlosultimosalios.

A nivel nacional se tienen plantadas aproximadamente 181,000 hectareas

(SAGARPA, 2012) Y se producen mangos de diferentes cultivares, 105 cuales son

consumidos 0 demandados para diversos fines, de hecho, nuestro pais ocupa el

primer lugar por volumen de exportaci6n en el mundo. En Mexico, la mayor parte de

la superficie cultivada se ubica en 105 estados de Veracruz, Michoacan, Guerrero,

Oaxaca, Nayarit, Sinaloa y Chiapas. En 105 ultimos tres anos, 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 estos se

encuentran en 105 primeros puestos en producci6n de este fruto debido a que

cuentan con una amplia superficie para su plantaci6n, asi como por 105 altos

rendimientos que obtienen (SAGARPA, 2012).

2.3 La jamaica

La plantadejamaica(HibiscussabdariffaL.) (Figura 4) es originariadel Continente

Asiatico y fue lIevada a paises africanos (Morton, 1987). Sin embargo, Wilson (1994)

con base en estudios citogeneticos determin6 que el centro de la biodiversidad

genetica del genero Hibiscus secci6n Furcaria, se localiza en Africa. Eventualmente

fue adaptada para su cultivo en regiones tropicales y subtropicales en diferentes

paises de Centro y Sudamerica, habiendose introducido a Mexico por los espalioles

en la Epoca Colonial (Morton, 1987).



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



En Brasil se cultiva desde el Siglo XVII, pero lIeg6 a la isla de Jamaica en 1707,

dondefuebautizadaconelnombredeesepaisyalrededorde 1840 seempez6a

cultivarenGuatemala.

EI cultivo de la jamaica esta muy ligado a la producci6n local y regional y se

aprovecha en su mayoria en la venta del caliz seco. Muchos de los productores Ie

dan un valor agregado mediante la elaboraci6n de productos simples, tales como

infusiones concentradas, mermeladas, salsas, licor entre otros (Camelo et al., 2013).

Actualmenteexisten cuatrovariedades con un numeroderegistro provisionalanteel

Servicio Nacional de Inspecci6n y Certificaci6n de Semillas (SNICS), cuyos nombres

comunes son: alma blanca, cotzaltzin, tecoanapa y rosaliz. Asimismo, otras

variedades quese pueden encontrar en lasdiferenteszonas productorasdelpais

sonconocidascomo:criollas,jersey, china, reina, rica,victor,archer,altimayreal,en

algunos casos el mismo material se conoce con diferente nombre en los estados

productores(Linetal.,2007).

Los calices de jamaica tienen gran diversidad de usos, como por ejemplo se Ie

extraen sus pigmentos para utilizarse como colorantes en la industria textil y

cosmetica. Actualmente se comercializan distintos productos tales como el te, licores,

jaleas, mermeladas y gelatinas, as! como helado, jarabes, colorantes naturales,

aderezos, conservas y bebidas refrescantes. Las hojas tiernas se consumen en

ensaladasyse utilizan como alimento paraavesycomoabonoorganico. Lafibrase

emplea para elaborar cordones que sustituyen al canamo 0 yute, por ultimo se

extraen aceites comestibles a partir de la semilla (Araiza-f1ores et al., 2014)

En Mexico, se estima que su consumo asciende a 14 mil ton al ano, de las cuales

menos del 40% corresponde a producci6n nacional yel 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

sevendealconsumidorfinalen $75, preciomuypordebajodelquesepaga poria

jamaica organica que se produce en Mexico, que lIega al comprador final a $200.

Cabe sel'\alar que el bajo precio de la jamaica importada de Sudan se debe a que se

ha sometido a un proceso industrial, mediante el cual Ie extrae gran parte de sus

componentes principales (Medina et al., 2013).



2.3.1 Composicion quimica y propiedades medicinales

Los calices de jamaica dentrodesu composici6n proximal contienen agua, proteinas,

grasa, fibra, cenizas, calcio, f6sforo, hierro, tiaminas, riboflavina niacina yacido

asc6rbico. Las semillas contienen tambieln proteinas, acidos grasos, celulosa y

almid6n (Abou etal., 2011).

Las infusiones de jamaica son un poderoso astringente y favorecen la digesti6n,

tambieln son un buen agente emoliente y sedativo, ademas de utilizarse en

condicionesbiliarescomplicadas,en casosdetos,dispepsiaydisuria.Porotrolado,

sehacomprobadoquelajamaicareducelapresi6narterial,estimulaelperistaltismo,

y combinado con juga de pina pulveriza los calculos en el rin6n (Mungole y

Chaturvedi, 2011). En la actualidad, la poblaci6n en general presenta factores de

riesgomuyelevadosparapadecerenfermedadescoronarias, porloqueinstituciones

del sector salud en Mexico han propuesto el estudio en el consumo de lajamaica

como una alternativaviableyefectiva para la prevenci6n dedichos padecimientos y

lareducci6ndegrasaseneltorrentesanguineo(Linetal.,2012)

2.3.2 Aprovechamiento de 105 desechos agroindustriales

Actualmente en la industria de transformados de frutas y vegetales los principales

destinos de los residuos organicos generados en sus procesosson laalimentaci6n

animal 0 desecho en vertederos. Sin embargo, estos subproductos contienen

sustanciastalescomoazucares, acidosorganicos, sustanciascolorantes, proteinas,

aceites y vitaminas que pueden ser de interes en la industria alimentaria,

farmaceutica, quimica y cosmetica. Durante las ultimas decadas ha aumentado la

industrializaci6ndesubproductos citricos orientados a laextracci6ndeflavonoides,

hesperidina y naringina, empleados en la industria farmaceutica. Los carotenoides

son utilizados como pigmentos naturales para mejorar la coloraci6n de jugos,

concentrados y bebidas refrescantes (Infoagro, 2002). En el caso de los

subproductos de tomate, cada dia es mas valorado el Iicopeno, ya que estudios

recientes 10 han relacionado con la prevenci6n de cancer de pr6stata, asi como una

menor incidencia de afecciones coronarias. La cascara de manzana es empleada en

la alimentaci6n animal, despues de deshidratada puede emplearse para la



producci6n de pectina, ademas puede usarse directamente como fibra dietetica 0

comorellenodetartas. La cascara de mangotambienesutilizada para la extracci6n

depectina (Ferreira, 2001).

Otro desecho utilizado comofuente defibra son las cascaras de pii'ia, que se usan

paralaelaboraci6ndegalietas,panquesytartas,lafibradelbagazodecai'iase

incorporaentortillas yladecitricos, mientrasque lacebadaysalvadose utilizan

directamente como complementos de fibra (Perez, 2003). Lo anterior hace constar

que se busca dar uso a todos los subproductos 0 desechos de cualquier proceso

industrial, ya sea incluyendolos directamente en la elaboraci6n de algun otro

producto, 0 mediante la extracci6n de alguno de sus componentes quimicos. En

cualquiera de los dos casos,la intenci6n final es conferirlesvaloragregado.

2.4. Estres oxidativo

2.4.1 Definicion

EI estres oxidativo se define como la condici6n en la que la concentraci6n de

sustancias prooxidantes es mayor a la de las antioxidantes, 10 que conlleva a un

desorden fisiol6gico en el organismo (Vinagre et al., 2012). Un elemento clave en

esta condici6n es el oxigeno, que puede considerarse un nutriente esencial para los

mamiferos, ya que a partir de elobtienen laenergia necesariaparasatisfacersus

necesidades en la respiraci6n celular, ademas, no puede ser sintetizado ni ser

sustituido por otro elemento. A pesar de ser esencial, puede resultar t6xico

suministradoenconcentracioneselevadaseinclusoenconcentracionessimilaresa

las del aire. En 1777 se describieron por primera vez los efectos negativos del

oxigeno sobre los seres vivos, aunque inicialmente se pens6 que la toxicidad del

oxigeno se debia a que inactivaba directamente algunas 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

partir de el (Gershman, 1964). Esta hip6tesis fue desarrollada y aceptada cuando se

descubri6 la super6xido dismutasa (SOD), una enzima que cataliza la reacci6n de

dismutaci6n del radical super6xido (0'-2) para formar per6xido de hidr6geno (H20 2)

(Fridovich,1975).



Los combustibles biol6gicos son oxidados por el oxigeno que se reduce

escalonadamente en la cadena respiratoria liberando energia gradualmente. Esta

reducci6nescompletaen su mayorparte,perohayunapequeriaproporci6n (2-5%)

en que se produce de manera incompleta, formandose moleculas con electrones no

apareadosen su ultima capa electr6nica, que son extremadamente reactivas yse

denominan radicales libres (Mataix y Battino, 2002).

2.4.2 Radicales Iibres

Un radical libre (RL) se define como cualquier especie quimica capaz de existir de

forma independiente y que presenta uno 0 mas electrones desapareados en su

estructura (Halliwell et a/., 1992). Como consecuencia, son extremadamente

reactivos y por tanto tienen una vida corta y una concentraci6n baja en su estado

reactivo. Estos pueden ser cati6nicos, ani6nicos 0 neutros y normalmente son muy

nocivos para la celula. Dependiendo del elemento al que pertenezca el electr6n

desapareado, seran radicales libres del carbono, azufre, oXigeno, siendo, estos

ultimos, los mas abundantes y de mayor importancia biol6gica (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 ani6n super6xido (0'-2), el ani6n per6xido (02-), el radical perhidroxilo (H02") y el

radical hidroxilo (OH') y compuestos no radicales, tales como el per6xido de

hidr6geno (H20 2), el oxigeno singlete (102), el ozono (03) y el acido hiplocoroso

(HCIO) (Mataix y Battino, 2002). Estas moleculas se estan produciendo

continuamente en los sistemas biol6gicos, muchas son productos intermedios en

diferentes reacciones enzimaticas y algunas resultan beneficas para el organismo

(Southorn y Powis, 1988; Chanock et a/., 1994). No obstante, tambien algunas de

estas especies reactivas pueden provocar graves darios celulares (Halliwell y

Gutteridge, 1999). Asi, el radical super6xido que se genera principalmente en la

mitocondria, afecta a enzimas como la xantino oxidasa y aldehido oxidasa y se ha

observado su participaci6n en numerosos procesos citot6xicos, a pesar de ser una

especie menos reactiva que otros radicales (Fridovich, 1976; McCord, 1979). Este es



un agente que no actua directamente, sino que al metabolizarse por la super6xido

dismutasa a H202, puede actuar como fuente del mismo 0 de otros radicales libres y

como reductor de iones mettllicos de transici6n (Cheeseman y Slater, 1993).

EI H20 2 se produce principalmente en los peroxisomas (35%), en las mitocondrias

(15%) yenel citosol (5%)ydebido asucapacidad para atravesar las membranas

biol6gicas (Chance et a/., 1979), puede producir lisis eritrocitaria, inactivaci6n de

enzimascomolagliceraldehido-3fostatodeshidrogenasaencelulas de mamiferos y

oxidaci6n de acidos grasos insaturados, etc. (Halliwell etal., 1992). AI igual que el

ani6n super6xido, presenta una reactividad quimica limitada. La importancia de la

generaci6n del 0'-2 y del H20 2 se centra en su capacidad para generar especies

mucho mas reactivasypeligrosas como el radical hidroxilo, que atacapracticamente

atodas las moleculas biol6gicas mediante reacciones en las que se ven implicados

metales de transici6n, principalmente hierro y cobre (Halliwell y Gutteridge, 1989;

1990).Sureactividadesaltaypracticamenteindiscriminadayseleconsideraunode

losprincipales iniciadores de la peroxidaci6n lipidica (Ursini etal., 1982)

Los radicales Iibres se producen generalmente en la celula a traves de reacciones

de transferencia de electrones, con 0 sin participaci6n enzimatica, perc si promovida

por iones metalicos de transici6n. En celulas animales esta producci6n puede ser

derivada del cumplimiento de las funciones fisiol6gicas 0 bien producirse de manera

accidental.

Los mecanismos de formaci6n de los RL son tres:

1. Transferencia electr6nica, en la que se produce la cesi6n de un electr6n a una

moli~cula.

2. perdidadeunprot6ndeunamolecula.

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

cadafragmentoobtenidoconservaunodeloselectronesapareadosdelenlace.

2.4.3 Causas de Estres Oxidativo

EI proceso de estres oxidativo se ha considerado un mecanisme de toxicidad en los

organismos y ha permitido su uso como herramienta de diagn6stico para predecir y

evidenciar el impacto de los contaminantes sobre los mismos, especialmente los de



origen acuatico (Eman y Engy 2014; Guzman-Guillen et al., 2013). Puede ser

originadoen pecesporlacontaminaci6n del medioacuaticoporxenobi6ticoscomo

plaguicidasorganocloradosuorganofosforados, perotambien puedepresentarsepor

factores fisicos, como por ejemplo un aumento en la concentraci6n de amonio,

descensos en la concentraci6n de oxigeno disuelto 0 descensos abruptos en la

temperatura del agua, 10 que se conoce como "shock" por frio. Este ultimo se

presenta cuandoel organismofue aclimatado 0 se desarrolla en un cierto rango de

temperatura y esta desciende abruptamente, 10 que genera una cascada de

respuestasfisiol6gicas (Donaldson etal., 2008; Vinagre etal. ,2012). Deacuerdocon

Auro y Ocampo (1999), el termino de estres agudo tambien aplica para estas

condiciones, ya que se refiere a una situaci6n en la que el pez es expuesto a

perturbaciones extremas a corto plazo, como derrames de sustancias quimicas 0

cambios radicales en la concentraci6n de oxigeno, variaciones de temperatura 0

radiaci6n ultravioleta(Marleketal., 2004;Cruzetal., 2011).

2.4.4 Efecto de las bajas temperaturas sabre el estn!s 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 importante para la fisiologia de los

organismosacuaticos,peronoseconocenacienciaciertalosmecanismosde acci6n

delestresoxidativo. Sinembargo,setienendoship6tesis:

1. A causa del descenso de la temperatura se debilitan los mecanismos de

eliminaci6nde EROs.

2. Un aumento en la producci6n de EROs.

Se han realizado pocos estudios sobre la condici6n fisiol6gica de los organismos

acuaticos sometidos a temperaturas por debajo de la 6ptima, tales como el de

Peruzzi y Chatain (2000) que trabajaron con Dicentrarchuslabrax, Friedlander eta/.

(1976) con Carassius auratus, Peeters et al. (2001) emplearon Cyprinus carpio y Ju

etal. (2002) con Ictaluruspunctatus. Los resultados de estosestudios muestran que

existe un efecto negative par las bajas temperaturas en diversos parametros

biol6gicos en peces, afectando a los mecanismos enzimaticos antioxidantes

(indicadores de estres oxidativo) y los niveles de cortisol, glucosa y catecolaminas.



Tambiem se afect6 la respuesta cerebral, actividad neuronal y comportamiento de los

organismos. AI respecto, Wen et al. (2002) evaluaron algunos parametros fisiol6gicos

y hormonales en Oreochromis mossambicus que fueron diagnosticados con estres

oxidativo, debido ala disminuci6n de la temperatura del agua desde 25°C hasta 12°C

en 12 horas,afectandoselos nivelesdecortisolylaactividad dealgunasenzimas

antioxidantes. Verlecar et al. (2007) evaluaron el estatus antioxidante de mejill6n

(Perna viridis) en glandula digestiva y branquias, exponiendo a los organismos a

bajas temperaturas, 10 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,asicomoenelniveldeperoxidaci6nlipidica.

En los estudiosanteriormentecitadossehaencontradoqueexiste una relaci6nentre

la temperatura del agua y la fisiologia de los peces yotros organismos acuaticos,

desde cambios en parametros de estres como son el cortisol, glucosa-6-fosfato,

catecolaminas as! como deestatus oxidativocomo oxidaci6n de Iipidos yenzimas

del cicio redox. Debido a esto surge la importancia de evaluar mas parametros de

estresoxidativoquepuedanserafectadosporinfluenciadeshocktermicoporfrio.

2.4.5 Danos causados por estres oxidativo

La capacidadde cada radicallibre 0 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 molecula

cercana, dadasu elevada reactividad ybaja especificidad ysu peligro dependera del

compartimento celular en el que se origine 0 las moleculas a las que ataque.

Especies menos reactivas, como el ani6n super6xido, reaccionartm mas especifica y

selectivamente, teniendo incluso mayores consecuencias biol6gicas. EI orden

creciente de reactividad es 02··<HzOz<OH·. Estos tres compuestos pueden

introducirse en determinados compartimentos celulares dada su habilidad para

atravesar las membranas e interaccionar con pequenas biomoleculas de bajo peso

molecular como las vitaminas, hidratos de carbono, aminoacidos y Iipidos, con

macromoleculas como las proteinas y acidos nucleicos 0 con estructuras



supramoleculares como las membranas y lipoproteinas (Valavanidis et a/., 2006;

Stoyey, 1996; Ferreira eta/., 2005).

Los estados cr6nicos de estres oxidativo aceleran los procesos de envejecimiento

celular y dane neuronal asociados a los procesos degenerativos en seres vivos

(DumontyBeal, 2011). Dentrodelas principaleslesiones relacionadascon elestres

oxidativo, particularmente con el ataque de los radicales libres se encuentran la

oxidaci6n de las membranas Iipidicas (peroxidaci6n lipidica), de proteinas y de

acidos nucleicos (Hermes-Lima, 2005; Alves et a/., 2007). Los tejidos que acumulan

masdanoson los de mayoractividad metab6lica, queen el caso de 10specessonel

higado, rif\6n ybranquias (Luskchak,2011; Madeiraeta/., 2013).

2.4.5.1 Peroxidaci6n lipidica (LPO)

Este evento se ha reportado como uno de los efectos de la acci6n t6xica de

contaminantes ambientales (Sayyed eta/., 2003), que conduce a perdida defunci6n

celular bajo condiciones de estres oxidativo (Del Rio et al., 2005). t:sta puede

presentarseenlipidosqueseencuentranenlamembranacelular, hecho que puede

alterarlacohesi6n,f1uidez, permeabilidadyfunci6nmetab6lica, con un consecuente

dane y muerte celular (Del Rio et a/., 2005; Becker et a/., 2007). La LPO proviene de

una reacci6n en cadena, cuyos productos secundarios son capaces de inactivar

enzimas,reaccionarcongruposespecificosdeproteinaseincluso interactuarcon el

ADN celular. Los acidos grasos poliinsaturados son un sustrato afin para la

peroxidaci6nlipidicaysususceptibilidadaumentaamedidaqueseelevaelnumero

de enlaces insaturados. Estase inicia porlasustracci6ndeun atomode hidr6geno

de un grupo metileno (-CH2-) en el acido graso poliinsaturado (LH) generando el

radical lipidico (L_) (Hermes-Lima, 2005). Posteriormente se genera un dieno

conjugadoquereaccionarapidamenteconel02paradarorigenaun radical peroxilo

(ROO-) y se forma un hidroper6xido lipidico (LOOH) y un nuevo L-. Los

hidroper6xidos Iipidicos pueden reaccionar con algunos complejos de metales de

transici6n para darorigen a los radicales alcoxilo (LO_) (Hermes-Lima,2005).



2.4.5.2 Oxidaci6n de proteinas

Resulta del ataque a las cadenas laterales de aminoacidos, particularmente los

grupostiol(S), loscuales son transformados adisulfuros, acidosulfenilicoyciertos

aminoacidosaromaticos. Esto conduce a una alteracionen su estructura yfuncion

como en los puentes de hidrogeno de la estructura secundaria de las proteinas

(Dras-Acosta y Membrillo-Hernflndez, 2006). EI -OH puede remover protones de los

gruposmetilenodelosaminoacidosllevandoalaformaci6ndecarbonilos, loscuales

tienden a ligar aminas de las proteinas 0 unirse covalentemente al ADN. Los

cofactores de las proteinas tambieln pueden modificarse, como en el caso de la

transferencia de electrones al hierro de la hemoglobina, 10 cual determina el

desarrollo de metahemoglobinemia (Hermes-Lima, 2005; Glusczak et a/., 2007).

2.4.5.3 Dano en acidos nucleicos

Los acidos nucleicos son moleculas ricas en electrones que pueden unirse

covalentemente a contaminantes electrofilicos, conduciendo a la oxidacion y

fragmentacion dedesoxirribosas, rupturay modificacionde las bases nitrogenadas

(sitios apurinicos) (Valavanidis et a/., 2006). La modificaci6n mas importante del ADN

despues del ataque por radicales Iibres y mas usado como biomarcador de estres

oxidativoygenotoxicidaden el organismovivoeseI8-hidroxi-2-deoxiguanosina(8­

OHdG), producto de la hidroxilacion de la guanosina (Ansari et a/., 2009; Kim et a/.,

2006).

2.4.6 Mecanismos de defensa contra el estn!s oxidativo

2.4.6.1 Antioxidantes

A pesar del dane oxidativo que pueden originar los radicales libres, el organismo

cuenta con una serie de sistemas de defensa antioxidanteque intentan neutralizarla

agresion. Un antioxidante se define como cualquier sustancia que cuando esta

presente a bajas concentraciones en presencia de un sustrato oxidable, retrasa 0

previene la oxidacion del mismo (Halliwell y Gutteridge, 1988; Mataix y Battino,

2002). Segun Valko at a/. (2006). En general, un antioxidante puede desarrollar

alguna0 variasde las siguientes actividades:



• Atenuar, reducir 0 inc/usc anular especificamente la actividad de los

radicaleslibres.

• Quelar metales implicados en el estres oxidativo como el hierro y cobre.

• Protegerlamembranacelular

• Interactuarcon otrosantioxidantes.

Lossistemasantioxidantesdelorganismosecaracterizanporsu heterogeneidad, ya

quepueden estarlocalizados intra yextracelularmente en multituddetejidos,pueden

ser hidrosolubles y Iiposolubles y procederde diferentes fuentes ya que algunos son

nutrientes propiamente dichos 0 provienen de ellos y otros son productos del

metabolismo. Existen varias c/asificaciones de antioxidantes, segun distintos

aspectos de los mismos (localizaci6n, funci6n, procedencia). La mas ampliamente

aceptadaes la que los agrupa en funci6ndesu mecanismode acci6n (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

perdida de la misma, asi como de su funcionalidad. Ante esta agresi6n oxidante, el

organismo responde intentando neutralizarla, utilizando la defensa antioxidante

Cuando la agresi6nsupera la defensa, se hablade unasituaci6n de estresoxidativo

(Mataix y Saltino, 2002), es decir, el balance oxidativo existente entre la producci6n

de radicales Iibres y la de defensas antioxidantes se rompe, ya sea por una

sobreproducci6n de los primeros 0 por una reducci6n de las segundas (Halliwell et

al., 1992; Halliwell y Chirico, 1993).



Tabla 2. Clasificaci6ndelosantioxidantesenfunci6ndesu mecanismodeacci6n
Tipode Mecanismo Agentes
Oefensa deacci6n Antioxidantes

Impiden la formaci6n de RL: CAT, GPx, SOD,
Prevenci6n - Oescomponen el H20 2 transferrina,

-Quelan metales ceruloplasmina

Eliminadoresde
radicales
(scavenger)

Inhiben el inicio de
cadena y rompen
propagaci6n

Vitamina A, E, C,
CoenzimaQlo,

Flavonoidesypolifenoles

Reparaci6nysintesisde Reparan los danos y
Novo reconstituyen la membrana

celular
Tomadode: Avelloy Suwalsky. 2006.

Enzimasreparadorasde
AON, proteasas,

tranferasas



2.4.6.2 Enzimas

Se trata de compuestos que proporcionan una funci6n protectora frente a los

oxidantesbiol6gicos, disminuyendolaconcentraci6nintracelularderadicaleslibres.

Entre elias destacan la CAT, SOD Y GPx. Estas forman parte de un cicio de 6xido­

reducci6n(Redox),enelquelafunci6ndeunadeeliasdependedela otra.Ademas,

como sesabenecesitan de algunos cofactores parafuncionar,talescomoelhierroy

cobre, ademasdealgun compuesto bioactivocomotocoferolesocarotenoides para

regresaralaenzimaasuestadoinicial(Figura5)

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

aer6bicas(Matesetal., 1999). Dentrodelascelulasseencuentraprincipalmenteen

los peroxisomas (80%) yen el citosol (20%) (Nieto, 1993), aunque tambien se ha

localizado en las mitocondrias (Prasad et al., 1994), mostrando una mayor actividad

en hfgado y eritrocitos. Se trata de una hemoproteina ferroporfirinica con un peso

molecular aproximado de 240 kDa (Djordjevic, 2004), que presenta una doble funci6n

cataHtica-peroxidica. Por un lado, cataliza la reducci6n de H20 2 a agua y oxigeno

(Alia y Linden, 1990), observandose que una sola molecula de catalasa puede

reducir 6 millones de moleculas de H20 2por minuto (Valko et al., 2006). Esta enzima

tiene constantes de velocidad relativamente elevadas, perc presenta una baja

afinidad porel sustrato, de manera que son necesarias altas concentraciones de

H202para activarla. En algunas investigaciones se ha observado que puede verse

inactivada a concentraciones de H20 2 superiores a 0.1 M. Por otro lado, su papel

peroxidico se basa en la oxidaci6n de un dador de hidr6geno como el metanol,

etanol, fenoles, etc., con el gasto de un mol de per6xidoo con elconsumode los

hidroper6xidos alquilo (Alia et al., 2005). EI predominio de una actividad u otra

depende de la concentraci6n de donadores de hidr6geno y de la concentraci6n 0

producci6n de H20 2en el sistema (Aebi, 1984).



ONOO-

Nor RH 0
02----+ O2,- OH'--'R' +H20~ ROO'

SOD l -,;, Cu' ~ vitamina E

H202 ROOH
cata/ass/ + GSH-peroxidasa + I GSH-peroxidasa +

,( H20 GSH t GSH

~O + 1/2 O2 H20 + GSSG ROH + H20 + GSSG

Figura 5. Esquema del cicio redox. Funci6n de las enzimas antioxidantes. Tomado de
Calder6netal,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 eleclrones para reducir el H20 2, obteniendo dos moleculas

deagua. Estanampliamentedistribuidasen laslevaduras, plantas, bacteriasyenlos

mamiferos. Laglutali6n peroxidasaestapresentetantoenelcitosol (70%) como en

la mitocondria (30%) de las celulas 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 selenioygrupos sulfhidrilo libres (Nakamuraetal.,

1974; Chiu et al., 1976). Existen dos formas de esta enzima, una independiente de

selenio, activa frente a hidroper6xidos organicos y H20 2 Y otra dependiente de

selenio,cuyaafinidadporelper6xidodehidr6genoesmenor(Matesetal.,1999)

Todas las enzimas con actividad deglutati6n peroxidasa catalizan la reacci6n de los

hidroper6xidos, como la del H20 2 con el glutati6n reducido (GSH), formandose

glutati6n disulfuro oxidado (GSSG) y el producto de la reducci6n del hidroper6xido

(Alia et al., 2006b). Estas reacciones lIevan acoplado el cicio del glutati6n. de manera

que su forma oxidada es reducida per la glutati6n reductasa en un proceso

dependiente de un reductor como es el NADPH (Alkanhal et al., 2001), el cual se ha

propuesto recientemente como antioxidante capaz de neutralizar radicales Iibres

t6xicos y reparar biomoleculas derivadas de los radicales (Kirsch y deGroot, 2001).

Estareacci6nesesencialparaelmantenimientodelosnivelesdeglutati6nreducido.

2.4.6.2.3 Superoxido dismutasa (SOD, 1.15.1.1)

Son las principales enzimas implicadas en la desintoxicaci6n de las EROs mediante

el secuestro del radical 02·- que sufre una dismutaci6n para producir H20 2 y oxigeno

(Alia et al., 2006a). Se trata de un grupo de metaloproteinas (CuZnSOD, MnSOD,

FeSOD y NiSOD), que contienen el correspondiente i6n 0 cofactor metalico

(Fridovich, 1998). La FeSOD ha sido aislada en plantas y procariotas mientras que la

CuZnSOD, MnSOD y la FeSOD han sido descritas en mamiferos. La CuZnSOD es

una enzima intracelular localizada en el citosol, nucleoyperoxisomasdetodas las

celulas eucariotas (Crapo et al., 1992), su peso molecular aproximado es de 32kDa y

esta constituida por dos subunidades identicas (Tainer et al., 1982), conteniendo



cada una Cu (II) y In (II). EI Cu (II) es el responsable de su actividad catalitica y

puede alternarse entre el estado cuproso y cuprico durante el cicio catalitico,

mientras que el In (II) estabiliza la conformacion de la enzima (Rotilio et a/., 1972)

En el citosol, esta enzima puede ser inactivada por el H20 2 con la consiguiente

formacion de Cu (II)-OH, 0 bien su forma ionizada Cu (11).0'- (Hodgson y Fridovich,

1975),ademas, puedecatalizarlaperoxidaciondenumerosos compuestos.

La MnSOD se localiza en la mitocondria donde puede existir en forma dimerica 0

tetramerica, de manera quecada subunidad contiene un ion Mn (II). En las celulas

eucariotas se encuentra como un homotetramero localizado en la matriz mitocondrial

Las ERO inducen la expresion de esta enzima, la cual protege la mitocondria de su

toxicidad, sobretodofrentealradicaI02'-producidoduranteeltransporteelectronico

mitocondrial. Ademas de las citoquinas (proteinas de bajo peso molecular que

regulan la interaccion de respuestas del sistema inmune), una amplia variedad de

metabolitos de las EROs pueden inducir su expresion en distintas celulas que juegan

un papel decisive en la patogenesis de determinadas enfermedades relacionadas

con el estres oxidativo (Yoshioka et al., 1994). Es importante mencionar que su

mayor actividad se expresa en hlgado, corazon y pancreas. Por ultimo, las SOD

extracelulares presentan menos actividad que las intracelulares y actuan

principalmente en el utero, glandulas tiroideas,·pancreas, cordon umbilical yvasos

sanguineos, constituyendo cerca del 70% de su actividad aquella que realiza en las

arterias tanto a nivel pulmonar como sistemico (Oury et al., 1996a). Estas regulan

tanto los niveles extracelulares del anion superoxido como la actividad del oxido

nitrico. Una actividad excesiva de SOD debe ir acompaiiada de actividad catalasa 0

glutation peroxidasa, ya que de no ser asi, se acumularia H20 2 y se promoveria la

formaci6n del peligroso radical hidroxilo (Oury et al., 1996b).

2.5. Antioxidantes en alimentos acuicolas

Los alimentos comerciales para la acuicultura tienen la inclusi6n de antioxidantes de

tipo sintetico, que se emplean para la preservacion de los mismos; entre los mas

empleados se encuentran el butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) y el

propil galato (PG) (Moure et al., 2001). EI problema de estos agentes es que su uso



esta restringido en varios paises debido a su toxicidad y los efectos negatives que

pueden causar a quien los consume, ya que se ha comprobado su efecto

cancerigeno ytetarogemico (Ito et al., 1983; Fraga, etal., 1996). Por 10 anterior, ha

aumentadoel interes porobtenery utilizarantioxidantes deorigen natural, ya quese

consideran mas seguros que los sinteticos. Un gran numerode especias y hierbas

contienen compuestos que pueden ser extraidos y ariadidos a sistemas alimentarios

paraprevenirsuoxidacionycausarunefectobeneficoenelconsumidorfinal(Leey

Shibamoto, 2002; Ahn et al., 2007; Rojas y Brewer, 2008; Sasse et al., 2009).

En los ultimosarios, los antioxidantes naturales provenientes de plantas ysus frutos

han side muy usados en diferentes campos de la industria como preservantes en

alimentos y en medicina. Muchos de estes compuestos como la quercetina, a­

tocoferol y ell3-caroteno presentan una actividad comparable con antioxidantes

sinteticos de mayor usa como el BHT y el BHA. Se han realizado gran cantidad de

investigacionesparaanalizarelimpactodesuplementarlosalimentosacuicolascon

antioxidantes naturales. He y Lawrence (1993) observaron en camaronesjuveniles

(L. vannamel) que al incrementar el contenido de vitamina E dietetica se suprimio la

oxidacion de lipidos en tejidos hepatopancreatico y muscular. Otroestudioenpeces

realizado por Waagbo et al. (1993) demostro un mejoramiento de la respuesta

inmune de los organismos al suplementar vitamina C en la dieta. Esto 10 atribuyeron

al fortalecimiento de su mecanisme de defensa contra el estres oxidativo que es

causado portoxicidad al aldrin y lindano, concentraciones altas de amonio, baja de

concentracion deox!geno.

Por otro lado, Amin y Hashem (2012) realizaron un estudio en bagre (Clarias

gariepinus), donde se probO la inclusion de a-tocoferol en las dietas sobre el estres

oxidativo causado por deltametrina. Ellos encontraron que la inclusion de este

antioxidante ayuda a disminuir el estres oxidativo. As! mismo, Welker y Congleton

(2008) evaluaron el efecto de a-tocoferol combinado con acido ascorbico (AA), hierro

y selenio sobre el estres oxidativo en salmon (Oncorhynchus tshawytscha) ,

observando que ambos compuestos tienen un efecto positivo sobre el estres. A su

vez, Pan et al. (2011) evaluaron la respuesta antioxidante en pez gota de sangre

(Hyphessobrycon equas) alimentado con adicion de l3-caroleno y astaxantinas. Estos



autoresobtuvieron resultadosquedemuestran quedichos antioxidantesdisminuyen

el estres oxidativo causado por altas concentraciones de amonio. Nakano et al.

(1999) analizaron el impacto de la suplementacion de levadura roja (Phaffia

rhodozyma) rica en astaxantinas sabre el estres oxidativo en trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) y encontraron que la inclusion de este microorganismo

ayudaamantenerlosnivelesdeperoxidacionlipidicaalminimo.

2.5.1 Fuentes de antioxidantes naturales

Existen diversas fuentes de antioxidantes naturales tales como el tomate, la

zanahoria,lacebolla,entremuchasotrasfrutasyverduras,asicomoungrannumero

deespeciasculinarias(oregano, camino, canela) quecontienen antioxidantescomo

sustancias polifenolicas, tocoferoles, carotenoidesyotroscompuestos. Dentrode las

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

frutopresenta unaconcentracion significativa de compuestos bioactivos, tales como

vitamina A, vitamina C, vitamina E, polifenoles y carotenos. En su composicion

destaca la presencia de unasustancia denominada manguiferina, que en animales

de experimentacion parece ejercer una aceion antioxidante, inmunomoduladora,

antiviral y antitumoral (Guha et ai, 1996; Sanchez et al., 2000). Las cascaras yel

hueso del mango que pueden considerarse desechos, contienen compuestos

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

reportado una importante actividad antimicrobiana y antioxidante en extractos de

hueso de mango, debido a la gran cantidad de compuestos de fenolicos que contiene

(Engels et al., 2009; Ribeiroa et al., 2008; Soong y Barlow, 2004; Maisuthisakula y

Gordon, 2009).

Par otro lado, los calices de la jamaica, que es una planta perteneciente a la familia

de las Malvaceas (Morton, 1987), contienen diversos compuestos bioactivos como

acida asc6rbico, anisaldehido, antocianinas, l3-caroteno, l3-sitosterol, 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 diureticos y reduccion de los niveles de colesterol (Duke

et al., 2003; Tsai et al., 2002). Por la actividad antioxidante de sus antocianinas,



tambien pueden ayudar en la prevenci6n y tratamiento de algunos tipos de cancer

(Chenetal.,2003)

Respecto al sectoragroindustrial, cabe mencionarque elestadode Nayarit presenta

un desarrollo elevado y sostenido, con la existencia de diversas fabricas que

producen y transforman grandes cantidades de alimento. Como ejemplo de 10

anterior estan la industria del mango (Manguifera indica L.) y la jamaica (Hibiscus

sabdariffa L.), cuya producci6n se estima en 266,875 y 253.38 ton anuales,

respectivamente (SAGARPA-SIAP, 2013). Estos productos presentan algunos

inconvenientes durante su producci6n y procesamiento, en el caso del mango se

tienendosprincipales,porunladolasgrandesperdidasdurante laetapa de post

cosecha y el otro es la gran cantidad desechos que se generan durante su

transformaci6n industrial (obtenci6n de la pulpa) como son el hueso, lacascarayla

pulpa adherida ala misma, locual representaentreel 35%yeI60% del peso total

del fruto (Larrauri et al., 1996). En el caso de la jamaica, esta presenta grandes

perdidas durante su cosechayelsecado, ademas de una bajademanda, no solo en

el estado sino en todo el pais, ya que generalmente se utiliza para preparar

infusiones ybebidas.

Como se mencion6 anteriormente, se ha investigado el impacto positivo que tienen

los antioxidantes para eliminar 0 minimizar el estres oxidativo, siendo de mayor

relevancialosdeorigen natural. En este ambito, lossubproductosdel procesamiento

agroindustrial del mango como la cascara y el hueso (Sumaya-Martinez et al., 2012)

son unafuentemuyimportantedecompuestosconelevadacapacidad antioxidante,

particularmente vitaminas A, C y E, polifenoles y carotenoides (Barreto et al., 2008;

Berardini et al., 2005; Engels et al., 2009; Robles et al., 2009; Ajila et al., 2008). Asi

mismo, se ha reportado que los extractos acuosos de jamaica presentanpropiedades

antipireticas (Reanmongkol e Itharat, 2007), antibacterianas (Castillo-Juarez et al.,

2009; Yin y Chao, 2008); diureticas, antimic6ticas, hipocolesterolemicas,

antiinflamatorias yantioxidantes (Marquezetal., 2007). Loanteriorseha asociadoa

la presencia de moleculas con actividad antioxidante tales como polifenoles,

quercetina,acido L-asc6rbicoyantocianinas (Maganha etal., 2010).



Incluir en la alimentaci6n acuicola fuentes naturales de antioxidantes como los

subproductos del mango (cascara, hueso y pulpa pegada a ambos) y un extracto

acuoso de jamaica, ademas de proveer una concentraci6n 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 estes alimentos para contrarrestar el estres

oxidativoenlasespeciesdondeseempleen



3. JUSTIFICACI6N

EI estresoxidativo comprende un importante aspectode latoxicologia acuicola, por

10 que se buscan alternativas para erradicarlo 0 minimizar sus efectos en los

organismos. Se ha encontrado una gran correlaci6n del estres oxidativo con la

ingesta de alimentos industrializados, contaminantes y factores ambientales como

cambios bruscos de la temperatura del agua. De acuerdo a 10 anterior, se considera

importante la inclusi6n de harina de subproductos de mango yextractoacuosode

jamaica comofuente de antioxidantes naturales en la elaboraci6n de alimento para

tilapia, que leconfieran efectos positivos paracontrarrestaresta condici6n y

proporcionenvaloragregadoalosmismos



4. HIP6TESIS

Una dieta formulada con inclusi6n de subproductos de mango y extracto de jamaica

promovera la reducci6n del estres oxidativo inducido por bajas temperaturas en

tilapia (Oreochromis ni/oticus).



5. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar el efecto de una dieta con inclusion de subproductos de mango Yextracto de

jamaica sobre el estres oxidativo inducido por baja temperatura en tilapia (0.

niloticus).

5.2 Particulares

1. Evaluarlaactividadantioxidantede lasdietasexperimentales.

2. Evaluar el contenido de a-tocoferol Y i3-caroteno en las dietas experimentales

3. Analizarlabioacumulaciondea-tocoferoIYi3-carotenoenbranquiasehigado

detilapia alimentada con la dieta experimental.

4. Analizar el nivel de peroxidacion lipidica y proteica en branquias e higado de

tilapiaalimentadaconladietaexperimental.

5. Analizar la actividad de marcadores enzimaticos relacionados con estres

oxidativo en branquias e higado de tilapia alimentada con la dieta

experimental



6. METODOLOGiA

6.1 Diseiloexperimental

Se utiliz6 un diselio completamente al azar. de un factor (tipo de dieta) con tres

niveles(3diferentesdietas). SegunlodescritoporMarques(1990), semencionaque

dicho diselio se emplea adecuadamente cuando las unidades experimentales son

suficientemente homogeneas y afirma que es un diseno flexible en cuanto al numero

de tratamientos a contrastar. asi como la cantidad de repeticiones a realizar. La

distribuci6n de los tratamientos en los tanques experimentales (bioensayo) se

muestraenlafigura6.

6.2 Elaboraci6n de harina de subproductos de mango

Para elaborar laharinadesubproductos del mango se emplearonfrutos de mango

cultivar ataulfo (Mangifera indica L.). mismos que se despulparon en un despulpador

tipo planta piloto para obtener los subproductos. Posteriormente, estes se molieron y

secaronen un secadorsolary porultimo sepulverizaron y tamizaron con una luzde

mallade400llmparaobtenerfinalmentelaharina

6.3 Elaboraci6n del extracto acuoso de jamaica

Para la elaboraci6n de este extracto se emple6 la metodologia de Prenesti et al.

(2007),queconsisteencolocaraebullici6n ungramodecalicesdejamaicasecosy

trituradosen 100mLdeaguadestiladapor3minutos, para posteriormentefiltrarel

extractocon papelfiltro.
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Figura 6. Distribuci6n aleatoria de los tratamientos en lostanquesexperimentalesen
lasaladebioensayos.

TQ:Tanque

DC: Dietacomercial

DR: Dieta de referencia

DRMJ: Dieta can mango y jamaica



6.4Elaboraci6n de las dietas

Se elaboraron dos dietas, de referencia (DR) y de referencia con inclusi6n de

subproductos de mango y extracto de jamaica (DRMJ) con 35% de proteina y 8% de

Iipidos, utilizando como base lapropuestaporBureau yCho(1994),quecontienelos

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 mencionados, mientras que la DRMJ cont6 con la inclusi6n del 10% de

harinadesubproductosdemangoy60mLdeextractoacuosodejamaicaporcada

100 9 de mezcla de insumos secos. Se mezclaron los insumos secos, posteriormente

seagreg6aceitedepescado, agua o extractodejamaicayse peletiz6 en un molino

de carne con un dado de 3 mm y se coloc6 en un secador solar. Para el caso del

grupo comercial se utiliz6 el alimento marca Winfish-Zeigler, que reporta en su tabla

nutrimental un minima de 35% y 8 % de proteina y Iipidos, respectivamente.

6.5 Bioensayo

Los organismos de estudio fueron machos de tilapia (0. ni/oticus) variedad

chitfa/ada, alimentados con dieta comercial hasta "egar a un peso aproximado de

180g,paraposteriormente iniciarlos tratamientoscon sus respectivas dietas durante

6semanas. Losorganismos sedistribuyeron en 9tanques de 500 L, mismosenlos

que la temperatura se mantuvo a 27.8±0.90°C durante esta la etapa 1. Una vez

transcurrido este tiempo, se disminuy6 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

restableci6 la temperatura a 28°C durante 24 h para observar si existe una

recuperaci6n en los parametros de estres oxidativoevaluados (etapa 3). Setomaron

muestras de branquias e higado para determinar la concentraci6n de compuestos

bioactivos (a-tocoferoIYI3-caroteno) al inicioyalterminodela etapa 1. Paraanalizar

los parametros de estres oxidativo (oxidaci6n de Iipidos y proteinas y actividades

enzimaticas)serealizaron2muestreosdehigadoybranquiasencadaetapa, alas

12 y 24 horas. Se sacrificaron 4 organismos por tanque en cada uno de los

muestreospara laextracci6nde lostejidos, de los cuales se elabor6 un pool. Deesta

manera, se obtuvieron 3 distintos pools (tres tanques) como triplicado por cada

tratamiento.



6.6Determinacionesanaliticasenlasdietas

6.6.1 Amllisis quimico-proximal

Paraformular yefaborar las dietasfue necesarioconocer la composicion quimico­

proximal de los insumos (humedad, proteinas, Iipidos y cenizas), asi mismo para las

dietas ya elaboradas para corroborar que cumplen con los requerimientos

nutricionalesdelosorganismosaalimentar.

6.6.1.1 Contenido de humedad

EI metoda utilizado para determinarelcontenido de humedad fue el propuesto por

Olvera et a/. (1993). Este se basa en la perdida de peso de la muestra por

evaporacion delagua. EI principiooperacional del metodo incluye lapreparacion de

la muestra, pesado, secado, enfriado y pesado nuevamente de la muestra, se

expresa en porcentaje y se utiliza estufa y balanza analitica La formula para

determinaciondehumedadfuelasiguiente:

% de humedad = pl- p2 *100
p2-p3

Donde:

p1 = Pesoinicialdelacharolacon muestra
p2= Peso final delacharolaconmuestra
p3=Pesodelacharolasinmuestra
100= Factorparaconvertirelresultadoaporcentaje

6.6.1.2 Contenido de proteina

EI metodo utilizado para la determinaci6n del contenido de proteina fue el de la

AOAC (1990), que consiste en la tecnica del microkjeldahl. Este metodo consistio en

colocar 0.2 9 de muestra seca en el matraz Kjeldahl, agregar 4 mL de acido sulfurico

concentrado y colocar en una parrilla a 400·C, dejar pasar 6 min y agregar 10 mL de

H20 2 al 30% y dejar en la parrilla nuevamente durante 14 min (fase de digestion).

Posteriormente, se afor6 a 100 mL con agua destilada, donde la fase de destilacion



consisti6 en colocar 20 mL de la muestra aforada mas 20 mL de NaOH al 50% en

una unidad de destilaci6n rapida. Se colectaron 50 mLdel destilado en un matraz

Erlenmeyer de 125 mL que contenia 20 mL acido b6rico al 4% y unas gotas de

indicador para Tashiro (rojo de metilo con azul de metileno 1:2, en soluci6n

etan6Iica). Por ultimo, se titul6 este volumen con acido sulfurico 0.2 N hasta que se

observ6 un vire de color. EI calculo del porcentaje de proteina S8 realiz6 con la

siguientef6rmula:

% de proreina V2 - VI * N;1*4;~~~*6.25 *100

D6nde:

V1 = mL de acido gastado en el blanco
V2=mLdeacidogastadoenlamuestra
N=Normalidaddelacidosulfuricoempleadoenlatitulaci6n

W=Pesodelamuestra

6.6.1.3 Contenido de Iipidos

Para la determinaci6n del contenido de Iipidos se sigui6 el metoda de extracci6n

empleando equipo Soxhlet (Olvera et 81., 1993). Esta tecnica consisti6 en colocar 2 9

de mueslra seca en un dedal, con 120 mL de €ller de petr61eo y se coloc6 en

recirculaci6n durante 4 h. Posteriormente se secaron los matraces Soxhlet y se

pesaron.

La f6rmula empleada para el calculodel contenidodelipidosfue:

%delipidos = P2-:~-P3 *100

D6nde:

P1 = Peso del matraz limpiD
P2 = Peso del matraz con Iipidos
P3=Pesodelmatrazconblanco(sinmuestra)
P4 = Peso de la muestra



6.6.1.4 Contenido de cenizas

Se determin6 el contenido de cenizas con el metodo basado en la calcinaci6n,

tomando en cuenta el metodo propuesto Olvera et al. (1993), mismo que manifiesta

que las cenizas permanecen como residuo luego de la calcinaci6n de la materia

organica a una temperatura entre 500 ae y 600 ae. En un crisol de porcelana a peso

constante se coloc6 1 9 de muestra, se calcin6 en una mufla a 550·e por 5 h

aproximadamente. AI termino de la calcinaci6n se dej6 enfriar y se transfirieron los

crisolesa undesecadordurante una hora. Sepes6de nuevoelcrisol con la muestra

yacalcinadayserealizaronloscalculosaplicandolasiguientef6rmula:

% decenizas = P3-PI· IOO
P2-PI

D6nde:

P1 =Pesodelcrisollimpioyseco
P2= Peso del crisolcon muestra
P3= Pesofinaldelcrisolcon muestra(despuesdecalcinar)

6.6.2 Actividad antirradical y compuestos fen6licos totales

Para la evaluaci6n antioxidante y antirradical de las dietas se realiz6 una extracci6n

etan6lica. Esta consisti6 en colocar 7.5 9 de alimento en un matraz Soxhlet con 150

mLdeetanol grade reactivo, se coloc6en una parrilla de Soxhletyse mantuvoen

reflujo continuo durante 3h.

6.6.2.1 Actividad antirradical (DPPH)

EI reactivo DPPH. (2,2-difenil-1-picrilhidracil) es un radical Iibre estable, que en

soluci6netan6licapresentaunacoloraci6nvioletafuerteysumaximaabsorbanciase

obtiene a 520 nm. Si se Ie adiciona a este medio una sustancia susceptible de

atrapar radicales Iibres, el electr6n no apareado del DPPH. se aparea e

inmediatamente se decolora la soluci6n que puede ir hasta amarillo en raz6n del

numero de electrones apareados. La actividad antirradical con base en el DPPH. se

evalu6 de acuerdo al procedimiento reportado por Morales y Jimenez-Perez (2001).



Para lIevar a cabo esta determinaci6n se alicuotaron 50 ~L del extracto etanolico

(muestra)en untuboeppendorf, posteriormente se leariadieron 250 ~Lde reactivo

DPPH (0.0074 g/100 mL de etanol), se agit6 y se incub6 durante 1 h a temperatura

ambiente. Por ultimo se centrifug6 la mezcla a 10,000 rpm por 5 min y registr6 la

absorbancia a 520 nm. Los resultados se expresaron como ~moles equivalentes

trolox por gramo de alimento en peso seco (~molesET/g).

6.6.2.2 Compuestos fen61icos totales (CFT)

Se determinaron de acuerdo al metodo de Stintzing et al. (2005), utilizando el

reactivode Folin-Ciocalteu. Dichoreactivoes una mezcla de acidosfosfotungstico y

fosfomolibdico,lacualesreducidaa6xidosazulesdetungstenoymolibdenodurante

la oxidacion fen6lica. Para la determinaci6n de estos compuestos se agregaron 50 ~L

de muestraen untuboeppendorf, 250 ~Lde reactivo Folin (1:10enaguadestilada)

y 200 ~L de bicarbonato de sodio (7.5%), se agit6 y se incub6 durante 30 min a

temperatura ambiente. Se registr6 la absorbancia a 765 nm. Los resultados se

expresaron como mg equivalente de acido galico porgramo de alimento en peso

seco(mgEAG/g)

6.6.3 Determinacion de a-tocoferol y I!-caroteno

Ambos compuestos se determinaron por el metodo de Akhtar et al. (1999), quien

utiliz6 una tecnica de cromatograffa Iiquida de alta presi6n (HPLC) y se utiliz6 un

equipo marca Perkin Elmer Serie 200. Para la cuantificaci6n de ambos compuestos

primero fue necesario realizar una extraccion, para el caso de a-tocoferol se

homogenizo un gramo de muestra con 5 mL de agua destilada a 5,000 rpm por 3

min en bai'\ode agua-hielo paraevitarel calentamientode la muestra. Secoloc61

mL del homogenizado en un frasco ambar con 2 mL de pirogalol (20% preparado

con etanol grado reactivo) y 300 ~L de hidr6xido de potasio (50% preparado con

agua destilada). Esta mezcla se agilo y se coloco a bario maria a 70·C con agitaci6n

continua durante 30 min. Posteriormente se enfriaron los frascos a chorro de agua

por 10 min, se agregaron 4 mL de hexano al 0.005% de BHT, se agit6 vigorosamente

y se les extrajo la mayor cantidad del hexano con una micropipeta, colocando 10



extraido en otrofrasco ambar (paso repetido 2 veces). Una vez extraida el mayor

volumen posible se evapor6 el hexane con nitr6geno (N2) en una campana de

extracci6n. Por ultimo se anadieron 250 IJl de etanol (grado HPlC) al frasco ambar,

se agit6 y se filtr6 con filtro para jeringa con luz de malla de 0.22 IJm. En el ultimo

paso se inyectaron 20 IJl de muestra a la columna (Symetry C18, 5 IJm, 3.9 x 150

mm) y se fij6 un f1ujo de 1 mUmin de la fase m6vil (50% acetonitrilo, 50% metanol,

1%agua).Eldetectorseajust6aunalongituddeondade522nm.

Para la extracci6n de l3-caroteno se homogeniz6 un gramo de muestra con 2 9 de

sulfatodemagnesioanhidro hasta obtener un polvofino. Posteriormentesetransfiri6

estepolvoa unfrasco ambaryse agregaron 6 mlde acetona (grado reactivo), se

agit6 en oscuridad durante 1 hora. Despuesdeestosefiltr6confiltroparajeringade

0.22 IJm. En el ultimo paso se inyectaron 20 IJl de muestra a la columna (marca

Supelco, C18, 5IJm, 25 cm x 4.6 mm y se fij6 un f1ujo de 1 mUmin de la fase movil

(75% acetona y 25% metanol). EI detector se ajust6 a una longitud de onda de 460

nm. En ambas determinaciones se utilizaron estandares comerciales de referencia

para laidentificacionycuantificaci6n dedichoscompuestos.

6.7 Evaluacion del estres oxidativo

Para la determinaci6n de los niveles de peroxidacion lipidica, cuantificacion de

proteinas y su grade de oxidacion, ademas de la actividad de los marcadores

enzimaticos en los peces, fueron sacrificados 4 organismos por tanque en cada

punta de muestreo. EI sacrificio se lIev6 a cabo por dislocacion 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 nitr6geno Iiquido, despues se pasaron a congelacion a

-80°C hasta su utilizaci6n. Para los analisis de estres oxidativo los tejidos fueron

homogeneizados en frio con bufer de fosfato de potasio monobasico (KH 2P04) (50

mM, pH 7.0) con un homogenizador de tejidos IKA Ultra Turrax a 8000 rpm, durante

3 min en un bane de agua-hielo para evitar el calentamiento de las muestras, se

centrifugarona 12000gdurante20minutosa4°C.



6.7.1 Cuantificaci6n de proteinas

Ladeterminaci6nde proteinasen los homogenizadosde tejidoesun paso previo a

lasdeterminacionesenzimaticas,yaqueesnecesarioexpresardichasactividadesen

funci6n del contenido de mg de proteinas. Para este analisis se emple6 el metodo

descrito porBradford (1976). Semezclaron50IJLdemuestracon500IJLdereactivo

de Bradford, se agit6 e incubaron por 5 min, finalmente se determin6 su absorbancia

a 595 nm en un lector de microplacas Sinergy HT. Se emple6 una curva estandar de

albUmina de suero bovino (BSA) (Anexo 1). EI blanco se prepar6 con 50 IJL de bufer

de fosfato de potasio monobasico (KH 2P04) (50 mM, pH 7.0) Y 500 IJL de reactivo

Bradford,conelmismotiempodeincubaci6n.

Nota: Se realizaron diluciones de los sobrenadantes para que las absorbancias de

las muestras se ajustaran ala curva estandar. En el caso del tejido hepatico, la

diluci6nfue 1:5yparalasbranquiasfue 1:2.

6.7.2. Cuantificaci6n de grupos carbonilos (oxidaci6n de proteinas)

Sedetermin61acantidad degruposcarbonilos resultadode laoxidaci6n deproteinas

presentes en la muestra. La 2,4 dinitrofenilhidrazina (ONPH) reacciona con los

grupos carbonilos de las proteinasformando 2,4 dinitrofenilhirdazona, un complejo

coloreadoque absorbea 370 nm (Oliver elal., 1987). La homogenizaci6n deltejido

se realiz6 como se describi6 en el punto 8.7. Se tomaron 75 IJL del sobrenadante en

tubos eppendorf y se agregaron 500 IJL de acido tricloroacetico (TCA) al 10%,

posteriormentesecentrifug6a 5000g durante 10min.Sedesech6elsobrenadantey

aliadieron 500 IJL de ONPH (10 mM), se agit6 e incub6 en oscuridad por 1 h con

agitaci6n cada 15 min. Oespues de esto se agregaron 500 IJL de TCA al 10%, se

agit6 en vortex yse centrifug6 a 10,000 9 por 10 min, sedesech6elsobrenadantey

aliadieron 500 IJL de etanol-etilacetato (1:1), se agit6 y centrifug6 nuevamente a

10,000 9 por 5 min. Por ultimo se evapor6 el sobrenadante con nitrogeno (N2) y se

resuspendi6 el precipitado con 750 IJL de clorhidrato de guanidina (7 N), se agit6 y

centrifug6a5,000g por 5 min. La absorbanciadel sobrenadante se registr6 a 370

nmyelblancoseprepar6conbuferdefosfatosyguanidina.



La f6rmula empleada para el calculo de nmoles de grupos carbonilo por mg de

proteinafue:

nmGC/ mg de proteina absmuestra-absbco. __1__• F'1000000000
c'b mgde proteina

D6nde:
nmGC=nmolesdegruposcarbonilo
Absmuestra = Absorbancia de la muestra
Absbco = Absorbancia del blanco
E= Coeficiente de extinci6n molar de la dinitrofenilhidrazona (22000M-1cm-1

)

mgproteina=Concentraci6ndeproteinasdelhomogenizado
F=Factordediluci6ndelamuestra
1000000000: Paraconvertiranmolesdegruposcarbonilo

6.7.3 Cuantificaci6n de la peroxidaci6n lipidica (LPO)

Los compuestos peroxidados participan facilmente en una reacci6n de adici6n

nucleofilica con el acido tiobarbiturico (TBA), generando un pigmento rojo que se

determina mediante espectrofotometria a 532 nm, para 10 que se sigui6 la

metodologiade Botsoglou elal. (1994). Paraestadeterminaci6nsehomogenizaron

200 mg de tejido con 800 IJL de TCA al 5% y 500 IJL de hexane al 0.8 % de BHT a

8,000 rpm durante 3 min y se centrifug6 a 5,000 9 durante 5 min. Posterior a esto se

desech6 el sobrenadante y se agreg6 1 mL de TCA al 5% y se agit6 nuevamente. Se

tomaron 250IJLde la mezcla anterior en tubos eppendorfyse anadieron 250 IJLde

TBA al 0.8 % (preparado en agua desionizada), se incubaron en bane maria a lODC

durante 30 min. Seenfriaron lostubos a chorrodeaguayse centrifugaron a 5,OOOg

por5min. La absorbancia del sobrenadantese registr6a 521 nm

Nota: EI blanco consisti6 en 250 IJL de TeA mezclados con 250 IJL de TBA, con el

mismo tiempo y temperatura de incubaci6n. Para los calculos se emple6 una curva

estandar de tetraetoxipropano (TEP) (Anexo 2).



6.7.4 Determinacion de la actividad de catalasa (CAT)

Se utiliz6 el metodo descrito por Beers y Sizer (1952) modificado, que consiste en

determinar el consumo/desaparici6n de H20 2 a 240 nm. Para la evaluaci6n de este

enzima se homogenizaron 200 mg de tejido con 500 ~L de bufer de fosfatos,

empleando las mismas especificaciones seiialadas en el punta 8.7. Se aiiadieron

2.970 mL de H20 2 40 mM a una cubeta de cuarzo para espectrofot6metro, se

agregaron 30 ~L del sobrenadante, se mezel6 por inversi6n y se registr6 la

absorbancia a 240 nm cada 15segundosdurante3min

Nota: Para el tejido hepatico la diluci6n empleadafue de 1:10 y para branquias fue

de 1:2.

La f6rmula empleada para el calculo de la actividad enzimatica de CAT fue:

tiabs

__U__ = min 'IOOOOOO.~. __I__'F
mg de proteina [;' b vI mg de proteina

D6nde:

~abs/min= Pendientede la recta
E = Coeficiente de extinci6n molar del H20 2 (22,000 M"cm")
b=Distanciadelacelda(1 cm)
1000000 = Factor de conversi6n de moles a ~moles

Vm = Volumen de la muestra agregada a la cubeta
Vf = Volumen final dereacci6nenla cubeta
mg = Contenidodeproteina del sobrenadante en mg/L
F = Factor de diluci6n

6.7.5 Determinacion de la actividad de glutation peroxidasa (GPx)

Se utiliz6 el metodo descrito por Sigma-Aldrich en la ficha tecnica para dicha enzima,

que consiste en determinar la desaparici6n del NADH a 340 nm. Para la evaluaci6n

de este enzima se homogenizaron 200 mg de tejido con 500 ~L de bufer de fosfatos,

empleando las mismas especificaciones seiialadas en el punta 8.7. Posteriormente

en una celda de microplaca se agregaron 25 ~L de glutati6n reducido (GSH) 20 mM,

55



30 lJL de NADH (0.84 mM), 15lJL de EDTA (50mM), 20 lJL de azida de sodio (12.5

mMpreparadaenbuferdefosfatos), 1 unidaddeglutationreductasa(GR)y75lJLde

KH2P04 (0.334 M). Por ultimo se agregaron 25lJL de H20 2 (12.5 mM). Se monitore6

la absorbancia durante 5 min cada 15sa340nm.

Laf6rmulaempleadaparaelcalculodelaactividadenzimaticadeGPxfue:

t>.abs

__U__ = min .1OOO.~. __I__.F
mg de pro/eina 1:. b vi mg de pro/eEna

D6nde:

t.abs/min=Pendientedelarecta
E = Coeficiente de extinci6n molar del NADH (6.22 mM-1cm-1

)

B = Distancia de la celda (0.7cm)
1000 = Factor de conversi6n de milimoles a lJmoles
Vm = Volumen de la muestra agregada a la cubeta
Vf =Volumenfinaldereacci6nenlacubeta
Mg = Contenidode proteina del sobrenadante en mg/L
F = Factordediluci6n

6.7.6 Determinaci6n de la actividad de super6xido dismutasa (SOD)

Se utiliz6 el metoda descrito par Beyer y Fridovich (1987) modificado, que consiste

en determinar la aparici6n de nitroblue tetrazolium formazan (NBTF), leido

espectrofotometricamente a 560 nm, el cual se produce par la oxidaci6n de nitro blue

tetrazolium (NBT) par acci6n del radical super6xido. Para la evaluaci6n de este

enzima se homogenizaron 200 mg de tejido con 500 lJL de buler de fosfatos,

empleando las mismas especificaciones senaladas 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 bufer de losfatos 50mM pH 7.8) en tubas de ensayo, se

agregaron 250 lJL de muestra a los tubos y se expusieron a luz no incandescente

directa par 20 min. Laabsorbanciaseregistr6a560nm.



Nota: Se prepar6 un testigo en cada corrida que consisti6 en 250 ~L del bufer de

fosfatos + 1.5 mL de mezcla reactiva. Se incub6 igual que 105 tubos conteniendo

muestra.

De acuerdo al fundamente de esta tecnica, 'una unidad enzimatica de SOD es igual

a150% de inhibici6n del nitroblue tetrazolium formazan" (Kuo et al., 2013), con 10 que

sedesarroll6lasiguienteecuacion:

6absT - 6absm

__U__= 6absT .100.~.__l__.F
mg de pro/eino 50 vf mg de pro/eino

t.absT = Pendientedela rectadeltestigo
t.absm =Pendientedelarectadelamuestra
50= Correspondeal 50% de inhibici6n
100 = Para calcularel porcentaje inhibicion
Vm = Volumen de muestra en la celda
Vf = Volumen final de reaccion
mg =Contenidodeproteinadelsobrenadante enmg/L
F=Factordediluci6n

6.8 Analisis de datos

Los resultados se sometieron a un ANOVA de una via, tomando como factor principal

eltipode dieta (3niveles), analizandocada variable de respuestaen cada una de las

3 fases, de acuerdo a 10 mencionado en el disefio experimental. Se realizaron

tambien pruebas de comparaci6n de medias por el metodo de Tukey (p<0.05). Todo

10 anterior se lIev6 a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS (Statistical Package

for the Social Sciences) versi6n20



7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Composicion quimico-proximal de dietas experimentales
Para la elaboracion de las dietas, primero se determin6 la composici6n 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 formulacion de la dieta de referencia con la inclusi6n de harina de

subproductos de mage y el extracto de jamaica, se ajustaron las cantidades de

harina de pescado, trigo y aceite de pescado. Teniendo en cuenta esta formulaci6n,

se elaboraron las dietas DR y DRMJ (dieta de referencia y dieta de referencia con

inclusion de mango y jamaica, respectivamente), cuyos pellets fueron secados

durante 8 horasatemperatura de 39.64 ± 9.22 °C en unsecadorsolar.

En la tabla 5 se presentan los valores de la composicion proximal de las dietas,

dondeseapreciaqueelcontenidodeproteinasnomuestradiferenciassignificativas

y presentaron valores cercanos al porcentaje de la formulaci6n inicial proyectada

(35%). Akiyama (1995) y Kubarryk (1997), citado por Moreno (2000), recomiendan

que los valores optimos de proteina en la dieta para tilapia (0. niloticus) debe

manejarseentre un 20-40%, para lograrundesarrolloeficientedelospecessegun el

estadio de crecimiento en el que se encuentren. En este trabajo se manej6 un 35%

en las dietas, 10 cual asta dentro del intervalo 6ptimo para la especie, segun estos

autores y la marca comercial de alimento Winfish Zeigler. EI contenido de Iipidos en

las tres dietas no mostro diferencias significativas. Por otro lado, el contenido de

humedadde ladieta DCfue mas bajo, estoseleatribuyealprocesodesecado, ya

que la dieta DC es secada por aspersion mientras que las dietas experimentales de

estetrabajofueron secadasen un secadorsolar.



Tabla 3. Amilisis proximal de insumos para las dietas experimentales (%).

Insumo Humedad Proteina Lipidos Cenizas

Harina pescado

Harinasoya 10.08±O.11 52.71±1.6 7.62±O.13

Gluten

Harinatrigo

7.11±O.09 72.42±2.84 1.1±O.34 O.92±O.03

11.62±O.03 13.55±O.41 1.93±O.08 O.79±O.01

Promediosde 3 replicas ± desviaci6n eslandar

.if,

SISTEMA~~UTECAS



Tabla 4. Formulaci6n de las dietas experimentales (%)

Insumo Dieta de referencia (DR) Dieta de referencia + MJ (DRMJ)

Harina de pescado 41.85 43.50

Harinadesoya 12.00 12.00

Harinade trigo 30.50 19.1

Aceitedepescado 4.95 4.70

Gluten

Vitaminasyminerales 1.20

Cloruro de colina 0.50 0.50

Harina de mango 0.00 10.00

Agua 65mU100g 0.00

Extractodejamaica 0.00 70mU100g
Formulaci6nbasedeBuerauyCho(1994)



7.1.2 Actividad antirradical y contenido de compuestos bioactivos

En la tabla 6 se presentan los resultados de la actividad antirradical yel contenido de

compuestos bioactivos en las dietas. En ella se aprecia que con respecto al

contenido de estos ultimos (a-tocoferol, ~-caroteno y fenolicos totales) la dieta DRMJ

presento la mayor concentracion, ademas de la mayor actividad antioxidante. Lo

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

flavonoides entre otros compuestos antioxidantes como tocoferoles y carotenoides

contenidos en los subproductos de mango y el extracto de jamaica y al incluirlos

como insumos en la elaboracion de la dieta se eleva el contenido de la misma.

Como menciona Gonzalez-Ocegueda (2013) en su lesis, el contenido de compuesto

fenolicos as! como la actividad antirradical con base en la capacidad de atraparel

radical Iibre DPPH de la dieta DC se puede deber a que en su fabricacion se anaden

cantidades no conocidas de antioxidantes sinteticos como BHA, BHT Y BHOT,

mismosquetienennaturalezafenolica.

En cuanto a la dieta DR, esta presenta aproximadamente el doble de compuestos

fenolicos con respecto a la DC, pero la mitad de la actividad antioxidanle. 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,asicomoalapre-mezcladevitaminasyminerales.

Gonzalez-Ocegueda (2013) enconlro en su investigacion que ladietacon inclusion

del 10% de pasta de mango ataulfo conlenia 0.7 mg EAG/g y 1.9 IJmol ET/g,

refiriendose a CFT y actividad antirradical por DPPH, respectivamenle. Eslos valores

son mas bajos que los reportados en el presente estudio y puede deberse a que

aunquese incluyoel mismo porcentaje (10%), la inclusion del presenteestudiofue

en forma de harina ynode pasta humeda, porlo que altener menorconlenido de

humedadlaharina, la concentracion de los compuestos bioactivosaumenta.



Tabla 5. Composici6n proximal de las dietas experimentales

Dieta Humedad ('Yo) Proteinas ('Yo) Lipidos ('Yo)

DC 5.29±0.07°

DR 7.40±0.16a

DRMJ 7.55±0.40a

34.12±0.11 a

35.12±1.66a

8.37±0.34a

8.20±0.26a

Promediosde3replicastdesviaci6nestandar.
Lilerales iguales en columnasnopresentandiferencia significativa (P>O.05)



Tabla 6. Contenido de compuestos bioactivos y actividad antirradical de las dietas
experimentales.

Dieta ~;EAG/g)

DC 2.88±O.06c

DR 4.82±O.08b

DRMJ 6.57±O.17a

DPPH
(IJmoIET/g)

7.80±O.06D

4.67±O.14c

8.12±O.01 a

a-tocoferol
(mg/kg)

81.91±2.26c

115.02±1.95b

334.15±3.66a

l3-caroteno
(mg/kg)

4.46±O.13D

4.95±O.84b

269.58±27.47a

Promediosde3 replicas ± desviaci6n eslllndar
Literalesigualesencolumnasnopresentandiferenciasignificativa (P>O.05)
CFT: Compuestos fen61icos totales. DPPH: Actividad antirradical medida como capacidad para atrapar
elradicalDPPH



7.20rganismos

7.2.1 Parametros zootecnicos

Los organismos se recibieron inicialmente como alevines con un peso promedio de

1.2±0.3gysealimentaroncon DC para hacerloscrecerhasta 158.59±8.7g,paradar

lugar ala fase 1, que se refiere al inicio de los distintos tratamientos (dietas). AI

termino deestafase e inicio de lafase2 (estres), los peces pesaron en promedio

243.65±22.51 g. La ganancia de peso (GP), tasa de conversion alimenticia (TCA) y

supervivencia (S) no mostraron diferencia significativa entre tratamientos (P>0.05)

(Tabla 7). La ganancia de peso fue mayor a 100 9 en los 3 tratamientos, la tasa de

conversion alimenticia estuvo alrededor del 1.7, mientras que el porcentaje de

supervivenciafue superioral 95%.

7.2.2 Parametros fisico-quimicos del agua

Durante el bioensayo, las variables fisico quimicas (temperatura, pH y ox/geno

disuelto) registraron valores que se encuentran dentro de los intervalos

recomendados como optimos para la especie O. nilolicus (Bautista, 1986; Cantor,

2007).

Dichos parametros son importantes, 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 acuaticas. Los valores obtenidos en este estudio (Tabla

8) muestran que la concentracion de ox/geno disuelto esta por encima del valor

consideradoletal para estetipodeorganismos. Durante las 24 h deestres (fase2),

la temperatura del agua fue de 18.49±0.09°C, misma que se mantuvo con la adicion

de agua-hielo, mientras que durante la etapa 3 (fase de recuperacion), la

temperatura fue de 27.80±0.90°C



Tabla 7. Parametros de evaluaci6n biol6gica de los tratamientos (dietas).
Dieta GP (9) TC S (%)

DC

DR

102.87±8.77a

109.04±6.56 a

1.71±O.16 a

1.52±O.19 a

98.92±1.52 a

95.56±6.29a

DRMJ 100.53±7.66a 1.74±O.19 a 97.78±3.14 a

Promediosde 3 replicas±desviaci6nestandar
Lileralesigualesencolumnasnopresenlandiferenciasignificativa(P>O.05)



7.2.3 Determinacion de compuestos bioactivos antioxidantes en tejidos

En la tabla 9 se aprecia que el contenido de a-tocoferol en higado no aumento

significativamenteenninguntratamientodurantelafase1,porlocual,sepuededecir

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

eneltratamientoDRMJlosvaloresnopresentanvariacion, locualsepuededebera

queelsuministrodietariopropiciaquesusnivelesenhigadosemantenganestables.

La concentraci6n del 13-caroteno tampoco aumento en ningun tratamiento, perc 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 cantidades de este

compuesto. Es posible que no exista bioacumulacion de estos compuestos en el

tejido hepatico dado que pudieron serutilizadosbioquimicamente para algunas de

las reaccionespropiasdedichoorgano. Otrofactorpuedeserqueeltiempoquese

suministro la dieta que contenia estos compuestos fue poco para favorecer la

bioacumulaci6n.

En la tabla 9 se aprecia que los organismos de los 3 tratamientos presentaron

bioacumulacion de a-tocoferol en tejido hepatico, aunque el tratamiento DRMJ

presenta la concentraci6n mas elevada, seguido por el tratamiento DR y en ultimo

lugar el DC. Esto se debe a que la dieta DRMJ presento mayor concentracion de

este compuesto que las 2 restantes (Tabla 6) y al ser suministrada a los peces se

favorecio esta situacion. Por otra parte, las branquias no presentaron 13-caroteno en

ningunode los 3tratamientos, deacuerdo con los resultados reportadosenlatabla

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

carotenoidescomolazeaxantinaycataxantinasebioacumulanmayormenteenpiely

musculo, ya que cumplen la funcion de proveer cierta tonalidad rosacea 0 rojiza a

dichos tejidos, como en el caso de los salmonidos (Christiansen, 1996). Asi mismo,

se puede deber a que este tejido presenta baja concentraci6n de Iipidos y dada la

naturaleza lipofllica de este compuesto no se favorecio su bioacumulacion. EI tiempo

de consumo de la dieta pudo ser poco para que se presentara la bioacumulacion de

dichocompuesto.



Tabla 8. Variables fisico-guimicas del agua (valores recomendados yobtenidos)
Variable Valor recomendado (ISA) Valor obtenido

Temperatura (OC) 26-31 27.99±O.99

Oxfgenodisuelto(mg/L) 5 39±O.95

pH 7-8 7.19±O.07



Tabla9.Contenidodecompuestosbioactivosenhigado.

a-tocoferol J3-caroteno
(mglkg) (mg/kg)

TO=48.63±1.70" OhE TO=2.47±O.14" OhE

DC

DR

DRMJ

41.73±O.27D

23.61±O.23c

47.69±O.43"

2.52±O.02"

1.21±O.33b

2.07±O.04"

Promediosde3replicastdesviaci6nestandar
EITOrepresenlaelvalorinicialparalos3tralamientos.
Literalesigualesentrecolumnasno presenlandiferenciasignificativa(P>O.05)



Tabla 10. Contenidode compuestos bioactivos en branguias.
a-tocoferol l3-caroteno

(mg/kg) (mglkg)

TO=34.76±0.30d OhE TO=NO OhE

OC 37.53±1.11 c NO

OR 42.95±0.42b NO

ORMJ 53.80±1.50' NO

Promediosde3replicas±desviaci6nesUmdar
TOrepresentaeivaloriniciaiparalos3tratamientos
Literalesigualesenlrecolumnasnopresentandiferenciasignificativa(P>O.05)



7.3 Evaluaci6n de marcadores de estres oxidativo

Enlaevaluaci6ndelosparametrosdeestresoxidativoseestablecieronc6digospara

identificarcada punta de muestreo, condos puntas en cada etapa. En laprimerase

encuentra OhE: finalizaci6n de la fase de alimentaci6n can las 3 diferentes dietas

(cera horas de estres); fase 2: 12hE y 24hE (12 Y 24 horas despues de haber

disminuido la temperatura del agua para promover el estres). Par ultimo, en la etapa

3: 12hRy24hR (12 y24 horasdespuesde restablecerla temperatura del agua a los

28°Ciniciales).

7.3.1 OXidacion de Iipidos
De acuerdo can Hermes-Lima (2005), la peroxidaci6n lipidica se ha establecido

desde hace ya varios arias como uno de los mas importantes biomarcadores de

estres oxidativo, dado que es de los principales darios que sufre la membrana

celular. EI tejido hepatico tiene un alto contenido de Iipidos, a diferencia de las

branquias y el musculo de tilapia, par tal motivo, generalmente presenta mayor

concentraci6n de IIpidos peroxidados (Chen-Huei y Sue-Lan, 2004)

En la figura 7 se presentan los resultados de Iipidos peroxidados en tejido hepatica,

donde se puede observar que el tratamiento DRMJ tiene los valores mas bajos

(desde 66.67 en OhE 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 par el descenso de la temperatura, posiblemente por el aporte

dietario de antioxidantes. Par otro lado, el tratamiento 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 partir

del cual se mantienen dichos valores. Este comportamiento se presenta en el

tratamiento DC, pero este presenta una disminuci6n considerable hasta lIegar a

presentar valores iguales al tratamiento DRMJ en los puntas 12hE y 24hE (P<0.05).

EI comportamiento de los ultimos 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

temperaturayasuvezestosagentes oxidaron los Iipidos del hlgado.



24hE

TIempo(h)

Figura 7. Determinaci6ndeoxidaci6n lipidicaenhigado.Contenidodenanomolesde
malonaldehido por gramo de tejido hepatico en peso humedo
Literales iguales no presentandiferenciasignificativa(P>O.05). n=3



En la figura 8 se presentan los resultados de la peroxidaci6n lipidica en branquias

En esta se observa que en tejido hepatico, el tratamiento DRMJ presenta valores

mas bajos en los 5 muestreos (desde 23.8 nmoles de MDA en el tiempo OhE hasta

28.33 en el tiempo 12hR) y permanece sin afectaci6n durante todo el experimento

(P>0.05). Esto se Ie atribuye a la actividad antioxidante del alimento suministrado,

misma que setradujo en una resislencia fisiol6gica de losorganismosa seratacados

por los radicales libres. EI tratamiento DC permanece sin afectaci6n hasta el tiempo

24hE, donde presenta su valor mas alto (48.74 nmoles de MDA) (P>0.05), para

despues disminuir y permanecer 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

exposici6n al shock por frio para que los organismos de este tratamiento fueran

afectadosen su estatus redoxenestetejido.

Por otro lado, el tratamiento DR presenta una disminuci6n en el tiempo 12hE (28.36

nmoles de MDA) con respecto a OhE (P<0.05), perc 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 mas elevados de MDA debido a que

mostr6bajaprotecci6nantioxidante,motivoporelcuallascelulasbranquialesfueron

mas afectadas porlos radicales IibresyEROsproducidasduranteel estresinducido

porelshockporfrio.

De acuerdo con la teoria que marca la existencia de un aumento en la concentraci6n

de Iipidos oxidados en el estado de estres oxidativo (Hermes-Lima, 2005), al

observarlos valoresde lasfiguras 7y 8, se considera queexiste una recuperaci6n al

respecto en ambos tejidos en el Iratamiento DC, no asi con DR, mientras que el

tratamiento DRMJ no present6 afectaci6n significativa en ninguno tiempo.
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Figura 8. Determinaci6nde oxidaci6nlipidicaenbranquias.Contenidodenanomoles
demalonaldehidoporgramodetejidobranquialenpesohOmedo.
Literalesigualesnopresentandiferenciasignificativa(P>O.O5). n=3



Esto se Ie atribuye al efecto quimioprotector del alimento, conferido por la harina de

subproductos de mango y el extracto de jamaica. Se aprecia que el higado es el

tejido que presenta mayor concentraci6n de Iipidos peroxidados, 10 cual puede

deberse a que segun la FAO (2011), lospeces magrostienen reservas lipfdicasen

estetejidoydadoquelatilapiaes un pez magro, presenta un mayorcontenidode

lipidosen eltejido hepaticoqueen las branquias.

Los resultados de este trabajo concuerdan con los de Gutierrez etal. (2012), quienes

probaron el efecto quimioprotector de N-acetil cistefna (NAC) contra el estres

oxidativo inducido por cilindrospermopsfna O. niloticus. Aunque sus valores son

mayores, 13000 nm de MOAlg de tejido para el grupo control, 21000 nm de MOAlg

para el grupo estresado y 15000 nm de MOAlg para el grupo estresado pero

expuestoaNAC.

Por otro lado, Mohamed eta/. (2015) evaluaron el efecto de la alicina (un potente

agente antioxidante contenido en el ajo) contra el estres oxidativo en O. niloticus

fnducidopordeltametrina. Oe acuerdo con sus resultados, laalicinatiene unefecto

benefico para contrarrestarlos niveles de MOA tanto en hfgadocomoenbranquias,

afectados por la deltametrina. En general, sus valores fueron mas bajos que los

reportados en este trabajo (desde 4.09±0.19 hasta 8.19±0.32 nm de MOA por 9 de

tejido en higado), mientras que para las branquias los valores son de 7.17±0.06

hasta 16.38±0.05. Esto se debe aque emplearon alicina purificada y la adicionaron

de manera directa a la dieta, mientras que en este trabajo los compuestos

antioxidantesseaportarondemaneraindirectaynopurificadamediantela harinade

subproductosdemangoyelextractodejamaica.

Puerto et a/. (2009) evaluaron el papel antioxidante de N-acetil cisteina (NAC) en el

estres oxidativo inducido por microcistinas en O. niloticus. Sus resultados muestran

unefectoprotectordelaNACquedependedeladosissuministrada, resultando una

disminuci6n proporcional en la concentraci6n de MDA en higado de los organismos

afectados, hasta lIegar a valores iguales a los del grupo control que no tuvo ningun

contactoconelantioxidanteniconlasmicrocistinas.

Las diferencias entre los resultados de lipoperoxidaci6n de esta fnvestigaci6n con

respecto a las que han sido citadas pueden deberse a la edad, peso y variedad de



los organismos. EI estado de salud de los organismos previa al experimento tambiem

influyeensudesempenocontracambiosenlacalidaddelaguaocontaminaci6nde

lamisma.

7.3.2 Oxidaci6n deproteinas

Las proteinas son susceptiblesa seroxidadas yliberarsusgruposcarbonilocomo

resultadodeesteataque. Porestaraz6n se han utilizadocomo biomarcadores en la

evaluaci6n del estres oxidativo y otras afectaciones causadas por pesticidas y

plaguicidas en organismos acuaticos (Hermes-Lima, 2005).

En la figura 9 se muestran los resultados de oxidaci6n de proteinas en tejido

hepatico. En ella se observa que los tratamientos DRMJ y DR presentan los valores

mas bajos, mismos que no fueron afectados ni por el descenso en la temperatura ni

porelrestablecimientodela misma (P>0.05). Los resultadosobtenidososcilandesde

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

tratamientoDR. Estosepudedeberaqueel ~-catotenoya-tocoferolproporcionados

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

consumieron, mientras que en el tratamiento DR los antioxidantes empleados en la

elaboraci6ndesudietapudieronsersuficientesparamantenervalores bajosde este

parametroeneltejidomencionado.

Por otro lado, el tratamiento DC presenta afeclaci6n hasta el tiempo 24hE, donde la

concentraci6n GC aumenta y permanece con valores elevados hasta el ultimo

muestreo (24hR) (P<0.05). 5e puede inferir que los organismos de este tratamiento

nofueron capaces de recuperar sus valores iniciales deeste parametro, debido a

que su dieta noaport6 lacantidad suficiente de antioxidantes para resistirelimpacto

de la bajatemperatura, porlocual,la condici6n de estres oxidativo permanece al

menosdurante las 48 hevaluadas.
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Figura 9. Determinaci6n de oxidaci6n proteica en higado. Contenidode nanomoles
de grupos carbonilo pormiligramode proleinadetejidohepatico.
Literales iguales no presentan diferencia significaliva (P>O.05). n=3



En la figura 10 se presentan los valores de oxidaci6n de proteinas en branquias,

donde se observa que los valores mas bajos corresponden al tiempo OhE para los 3

tratamientos (P<0.05), dado que en este punta los organismos no han side sometidos

a ninguna condici6n adversa. EI tratamiento DRMJ presenta un aumento significativo

(P<0.05) al tiempo 12hE y a partir de este sus valores se estabilizan hasta el ultimo

muestreo (24hR) (P>0.05). EI valor mas bajo para este tratamiento fue de 3.67

nmoles de GC y el mas elevado fue de 5.74, en los tiempos OhE y 24hE,

respectivamente(P<0.05).

Lasgraficas9y10muestranqueexisteunexcelentedesempenodelosorganismos

del tratamiento DRMJ, ya que los resultados obtenidos en el tejido hepatico no

muestra ningunaafectaci6n, mientras queen branquiassiexisteunaumento, perc

rapidamente los valores se estabilizan. Con esto se considera que existe un gran

beneficioporlainclusi6ndelaharinademangoyelextractoacuosodejamaica,ya

quelosantioxidantesaportadosporestosinsumosaladietayposteriormentealos

organismostieneunefectoquimioprotectorcontralaoxidaci6nde proteinas bajo las

condicionesexperimentalesevaluadas.

Demanerageneral,losvaloresdel parametrodeoxidaci6n deproteinasconcuerdan

conloreportadoporGutierrezetal. (2012),quienesevaluaronelefectodelaN-acetil

cisteina (NAC) contra el estres oxidativo inducido por cilindrospermopsina en tilapia

de la mismaespecie. Los valores que reportan solo para el tejido hepaticovandesde

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 que Ie fue suministrado NAC. Estos

resultados muestran que la NAC contribuye a restaurar los valores de oxidaci6n de

proteinaenorganismosafectadosporcilindrospermosina.

Asi mismo, nuestros resultados coinciden con los de Puerto et al. (2009), quienes

tambien trabajaron con NAC en 0. niloticus, solo que el estres 10 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 GC/mg

para el grupo estresado con la protecci6n de la NAC. AI igual que en la investigaci6n

de Gutierrez at al. (2012), se puede observar que la NAC logra restablecer los

valoresdegruposcarboniloenestetejido.
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Figura 10. Determinaci6n de oxidaci6n proteica en branquias. Contenido de
nanomolesdegruposcarbonilopormiligramodeproteinadetejidobranquial.
Literales iguales no presentandiferencia significativa (P>0.05). n=3



Porotro ladoesta la investigaci6nde Prietoetal. (2008), quienes realizaron estudios

conestaespecie, solo que como antioxidante utilizaron trolox (analogodelavitamina

E) y el mismo agente inductor que Puerto et al. (2009). Ademas, evaluaron 2 tiempos

de exposici6n, 24 y 48 h. La otra diferencia es que ellos reportan los resultados en

nmoles de grupos carbonilo por gramo de tejido (nm GC/g de tejido) y solo en el

tejido de branquias, por 10 cualsus valores son mas elevados. AI igual que los 2

trabajos anteriores, solo reportan resultados del tejido hepatico. Primeramente, si

observaron un aumento de la concentraci6n de proteinas oxidadas con respecto al

tiempode exposici6n. En el grupo control obtuvieron 600nmoles/g detejido parael

grupo con trolox 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.Alas48 h losvaloresaumentaron, para elgruposi trolox seobtuvieron 1550

nm mientras que el grupo sin trolox lIeg6 hasta 2450 nmoles/g de tejido. Estos

resultadosmuestranqueeltrolox,aligualquelainclusi6ndeharinadesubproductos

de mango y el ex1racto 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 observ6que tejidos

tanto de animales como plantas poselan la propiedad de descomponer el H20 2. Esta

enzima junto con la super6xido dismutasa (SOD) se consideran como primera

defensa en contra de latoxicidad del oxigeno (Pandey etal., 2003). Generalmente,

seutilizanjuntas,yaquesehaobservadounarespuestadeinducci6nsimultaneaen

las actividades de ambas (Dimitrova et aI., 1994). Sin embargo, tambien se ha

observado que un exceso de producci6n de radical ani6n super6xido inhibe la

actividaddeCAT(KonoyFridovich,1982).

Enlafigura 11sepresentanlos resultados de la actividad enzimatica de catalasa en

el tejido hepatico. En ella se observa que el tratamiento DRMJ muestra actividad

estable en los tiempos OhE y 24hR (P>0.05), aunque con un ligero aumento que en

los tiempos12hE, 24hE 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.
Literales iguales no presentan diferencia significativa (P>O.05). n=3



Esto indica que la alimentacion previa al estres con la dieta que contenia harina de

subproductosdemangoyextractodejamaicamejoralasdefensasantioxidantesde

los organismos por la ingesta de compuestos antioxidante. EI tratamiento DC

presenta un aumento significativo desde el tiempo 12hE hasta 24hE (P<O.05),

despues sus valores disminuyen y estabilizan en los tiempos 12hR y 24hR (P>O.05),

lIegando a ser cercanos al tiempo OhE. Por ultimo, el tratamiento DR present6

actividades enzimaticas de CAT muy elevados (P<O.05) en el tiempo OhE, pero

despues disminuyeron y se mantuvieron hasta el punto 24hR, donde aumentaron

nuevamente(P<O.05).

En estos ultimos 2 tratamientos (DC y DR), los organismos no mostraron un sistema

antioxidante capaz de mitigarlosefectosadversos inducidosporlabajatemperatura,

locualsepuededeberaquesusdietasnocontienenlacantidadnecesariade

antioxidantespara mantenerunsistema redox resistente a dichacondici6n.

En la figura 12 se muestran los valores de actividad enzimatica de CAT para

branquias. En la misma se aprecia que el tratamiento DRMJ muestra valores

estables en los 3 primero tiempos de muestreo (P>O.05), pero en los tiempos 12hR y

24hr los valores disminuyen (P<O.05). Con esto se puede inferir que existe un efecto

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

antioxidantes. Por otro lado, el tratamiento DC presenta un aumento al tiempo 12hE

(P<O.05). posteriormente se aprecia una disminuci6n en los tiempos 24hE y 12hR

(P<O.05), para luego mantenerse estables (P>O.05). Esto indica que los organismos

deestetratamientofueron capaces de recuperarsu nivel de actividad de catalasa,

aunque hayan sidoafectados negativamente porel descensode latemperaturadel

ambiente. EI tratamiento DR presenta un aumento en los tiempos 12hE y 24hR

(P<O.05) Y una disminuci6n en los tiempos 24hE y 12hR (P<O.05). Este

comportamiento tan variable puede deberse a que existfa un desequilibrio muy

fluctuante entre la producci6n de radicales Iibres y EROs con respecto a la de

antioxidantes,aunadoa quela ingesta dietaria de compuestos con esta actividadfue

menor que en et tratamiento DRMJ (P<O.05), de acuerdo a los resultados de la tabla
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Figura 12. Delerminaci6n de aclividad de CAT en branquias. Unidades de aclividad
de CAT por miligramo de proleina de tejido branquial.
Lilerales iguales no presenlandiferencia significaliva (P>O.05). n=3



Como se mencion6 anteriormente, la CAT es una de las principales defensas contra

elataquedelosradicaleslibresylasespecies reactivasdeoxigenoynitrogeno. Esta

actua en el cicio redox de la eliminacion del radical super6xido, mismo que es

convertido en H202 por la SOD y que la CAT convierte posteriormente en H20

(Pandeyetal., 2003).

Como se puede observar en las figuras 11 y 12, el tejido hepatico fue el mas

afectado en cuanto a este biomarcador, ya que result6 con valores de actividad

enzimatica mayores que los de branquias. Esto se puede deber a quees en este

tejido donde tiene lugar la eliminacion del H202producido por el propio metabolismo

o por la dismutaci6n del radical superoxido. De cualquier manera, en ambos tejidos el

tratamiento DRMJ mostro la menor afectacion, confirmando con esto que la inclusion

de harina de subproductos de mangoyelextracto acuoso de jamaica tieneunefecto

benefice al mejorar 0 aumentar la resislencia 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 (0. niloticus) con alga verde

(Chlorea vulgaris) rica en luteina para evaluar el efecto contra el estres oxidativo

provocado por arsenico (As). Estos autores utilizaron un 10% de inclusi6n de alga

verdeenladieta,aligualqueenelpresentetrabajodondeseincluy6eseporcentaje,

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 yexpuesto 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 y2.0 U/g de

tejido para elexpuesto aAsyalimentado con alga verde. EI contraste radica en que

el As provoc6 una disminuci6n 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 tambiEln en glutati6n

reductasa y glutati6n-s-transferasa (Gilluzar y Mustafa, 2010). Para confirmar 10

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



(2010), que observaron una disminuci6n en la actividad de CAT como resultado de la

exposici6n a metales pesados (Cd, Cu, Cr, Zn y Fe) en O. niloticus.

Por otro lado, los resultados de Montovani et al. (2009) son similares a los del

presente trabajo. Su investigaci6n consisti6 en evaluarel efecto de la exposici6n de

O. niloticus a triclorfon (insecticida organofosforado) sobre el estatus oxidativo, solo

queunicamenteevaluaroneltejido hepatico, dondeobtuvieron valoresde 7.75±0.48

y 10.12±1.07 U/mg de proteina para los grupos control y expuestos al triclorfor,

respectivamente, Conestosepuede notarqueexiste un aumento en laactividad en

CAT en higado provocado por este insecticida ampliamente utilizado en la practica

delaagricultura.

Por ultimo, Mohamed et al. (2015) evaluaron el efecto de la alicina (compuesto con

unaaltaactividadantioxidanteencontradoenelajo)sobreelestresoxidativo

inducido por deltametrina en O. niloticus. Aunque sus resultados de actividad de CAT

son similaresa losdeesta investigaci6n para branquias, son maselevados para el

tejido hepatico. Parael hlgado los valores que obtuvieron son 19.31±0.78, 20.9±1.03

y 19.18±1.19 U/mg de proteina para los grupos control, estresado yestresado con

adici6n 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 adici6n de alicina. De acuerdo con sus resultados, la deltametrina

provoca que los valores deactividad decatalasaaumentenen higadoybranquias, al

igual que el shockporfrio evaluadoenel presenteestudio.Asi mismo, indican que la

alicinatienelacapacidadparamantenerlosvaloresdeestaenzimacercanos a los

nivelesbasales.

7.3.4 Actividad enzimatica de glutati6n peroxidasa

Las glutati6n peroxidasas son selenoproteinas, excepto la isoforma tipo V y forman

parte del sistema antioxidante glutati6n peroxidasa (GPx)/glutati6n reductasa (GR).

Su acci6n principal es la reducci6n del H20 2 y de Iipoper6xidos (L-OOH) por la

glutati6n peroxidasa (GPx), usando como sustrato el glutati6n reducido (GSH) que

pasara a su forma oxidada (GSSG), el cual es reducido de nuevo a glutati6n libre por

la acci6n de la GR. EI sistema antioxidante GPxlGR esta relacionado con otros



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

ambos sistemas no actuan a la par, ya que la CAT actua en presencia de altas

concentraciones de H20 2 y a bajas concentraciones actua 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

tratamiento DRMJ present6 diferencias significativas hasta el tiempo 12hR, donde se

observ6unadisminuci6nquecontinu6hasta su valor mas bajo a las 24hR (P<0.05).

Este comportamiento puededeberse a que las enzimas dependientes de glutati6n

son mas utilizadas porel organismo para eliminaci6n sustancia quimicas que para

defender al organismo de una perturbaci6n en los parametros fisicoquimicos del

agua (Rios et a/., 2013) Por otro lado, el tratamiento DC presenta los valores mas

altos (P<0.05) en el tiempo OhE, con una disminuci6n al tiempo 12hE (P<0.05), en el

tiempo 24hE aumentan nuevamente hasta igualar los valores del tiempo OhE

(P>0.05), finalmente disminuyen en el tiempo 12hR (P>0.05). Por ultimo, 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

24hR y OhE respectivamente. Por otro lado, el tratamiento DC resu~6 con las

actividades enzimaticas mas elevadas de los 3 tratamientos, mismos que van desde

4.69 al tiempo 12hR hasta 13.91 al tiempo OhE. Por u~imo, los valores para el

tratamiento DR oscilaron entre 2.73 y 13.72, para los tiempo 24hR y OhE,

respectivamente. los valores de los tratamientos DC y DR son iguales

estadisticamente en varios de los puntos de muestreo, debidoprobablementeaque

la administraci6n dietaria de compuestos antioxidantes fue deficiente y a que el

tiempodeexposici6nalabajatemperaturaafect6igualaestosorganismos.

En la figura 14 se muestran los resultados de actividad enzimatica de glutati6n

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 concentraci6n de H20 2 en este tejido era muy baja y no
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Figura 13. Determinaci6n de actividad de GPx en higado. Miliunidades de actividad
de GPx por miligramo de protefna de tejido hepatico.
Literalesiguales no presentandiferenciasignificativa(P>O.05). n=3
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Figura 14. Delerminaci6n de aclividad de GPx en branquias. Miliunidades de
aclividaddeGPxpormiligramodeproleinadetejidobranquial.
Lileralesiguales no presentandiferenciasignificativa (P>O.05). n=3



requeria la producci6n continua de esta enzima. Por otro lado, el tratamiento DC si

result6 con afectaciones significativas (P<0.05), ya que sus valores de actividad

enzimatica aumentaron en los tiempo 24hE y 12hR, aunque despues descendieron

en el tiempo 24hR. Por ultimo, el tratamiento DR que fue el mas afectado en este

tejido, present6 los valores mas elevados en los tiempos 12hE y 24hE (P<0.05). Esto

puede deberse a que los organismos de estetratamiento presentaronunadeficiencia

para eliminar el H20 2 en este tejido por medio de la catalasa y se subsan6 con el

aumento en la actividad de GPx, enzima que tiene la misma funci6n para eliminar el

En este trabajo las branquias fue el tejido mayormente afectado en cuanto ala

actividad de GPx (Figuras 13 y 14), pero en ambos tejidos el tratamiento DRMJ

result6 con los valores mas bajos durante las 3 fases del experimento. Almeida et a/.

(2002 y2009)encontraronvalores mas elevadosen laactividaddeestaenzima,en

ambos casos el estres oxidativo se indujo con la exposici6n a cadmio (Cd) en O.

niloticus. Los resultados que encontraron se situan entre 13.84±4.12 y 70.2±5.8 U/g

de tejido hepatico. Las diferencias tan marcadas entre estes resultados y los

encontrados en el presente estudio pueden deberse a que ellos emplearon

organismos de entre 30 y40 9 de peso ydebido a que se conoce que los peces a

menortalla, peso y edad son mas suceptibles a desarrollarestres 0 xidativooalguna

patologia, debido a que su sistema inmune no se ha desarrollado completamente

(Rios eta/., 2013). Baysoy eta/. (2012) encontraron valores mas bajos que los de

Almeida et a/. (2002 y 2009), aunque siguen siendo mas elevados que los del

presente estudio. Ellos investigaron sobre el efectode la salinidad y biodisponibilidad

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 U/mg 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

per6xido de hidr6geno en estos tejidos, dado que la GPx actua bajo estas

condicionesyCATconconcentracionesmayores

Por otro lado, Rlos at al. (2013) evaluaron la alteraci6n de los biomarcadores de

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



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 10 que se puede presumir que la concentracion de

per6xido dehidr6genofuelosuficientementeelevada para que se presentaraesta

situaci6n.

7.3.5 Actividad enzimatica de super6xido dismutasa

La enzima super6xido dismutasa (SOD) es una enzima que contiene Cu, Zn 0 Mg en

su sitio activo, siendo entonces una metaloproteina, la dependiente de Cu yZn las

queseencuentranenelcitosol, mientrasqueladependientedeMgseencuentraen

mitocondria. EI poder antioxidante de SOD radica en que cataliza la conversi6n del

radical super6xido a H20 2 mediante dismutaci6n (Stallings et aI., 1992).Las enzimas

SOD juegan un papel antioxidante fundamental, su importancia esta indicada por su

presencia en todos los organismos aerobios examinados. Adicionalmente, la

velocidad de las dismutaciones catalizadas por SOD es cercana a su limite de

difusi6n, haciendola una de las enzimas mas activas (Helmunt, 1991; Van der Oost et

al., 2003).

En la figura 15 se presentan los resultados de actividad enzimatica de super6xido

dismutasaparaeltejidohepatico,reportadosenunidadespormiligramodeproteina

(U/mg de proteina). En ella se observa que el tratamiento ORMJ 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 estres la producci6n de radical super6xido

aument6 debido a la disminuci6n de la temperatura, perc se recuper6 el nivel inicial

demanerarapidagraciasalaportedeloscompuestosantioxidantesqueneutralizan

los radicales Iibres y permiten que el radical super6xido se genere con menor

velocidad.

Por otro lado, el tratamiento DC tiene los valores de actividad mas altos de los 3

tratamientos (P<0.05), esto puede deberse a que su dieta tiene menor concentracion
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Figura 15. Determinaci6n de actividad de SOD en higada. Unidades de actividad de
SOD par miligrama de proteina de tejida hepatica.
Literales iguales napresentan diferenciasignificativa (P>O.05). n=3



decompuestosantioxidantesyportalmotivoestaenzimapresentamayoractividad,

ya que se produce un excesoderadicalessuper6xido.

Se observa un aumento en los tiempos 12hE y 24hE, aunque disminuyen en los

tiempo 12hR y 24hR, con valores iguales a los del tiempo OhE (P<O.05). Esto indica

que aunque existe una afectaci6n en este tratamiento, los organismos fueron

capaces de recuperar sus niveles normales dado que el dane no fue permanente,

sino que al retirarelfactoroagenteestresantela producci6ndelradicalsuper6xido

se normaliz6. Por ultimo, en el tratamiento DR se aprecia un aumento significativo

(P<O.05) y sostenido desde el tiempo 12hE hasta las 24hR. Este comportamiento se

puede debera que en dichotratamientosepresent6 unasobreproducci6ndelradical

super6xido debido a una deficiencia organica de compuestos antioxidantes y por

endelaincapacidaddeneutralizarlosradicaleslibresgeneradosmetab6licamente.

Enlafigura 16semuestran los resultados de actividad desuper6xidodismutasa para

las branquias, en esta se puede observar que los valores para el tratamiento DRMJ

permanecen sin afectaci6n (P>O.05) y ademas son los mas bajos de los 3

tratamientos. Esto puede deberse a que en dicho tejido la generaci6n del radical

super6xido no se afect6 poreldescensode latemperatura, yaque los compuestos

antioxidantes consumidos mediante la dieta fueron capaces para neutralizar los

radicales libres generados. Por otro lado, el tratamiento DC muestra los valores mas

elevados (P<O.05) perc estables con respecto al tratamiento DRMJ, 10 cual puede

indicarquedurantelaetapa1aument61aproducci6nderadicalessuper6xido,talvez

porcausasfisiolOgicasde losorganismos, aunquenoseafect6porelshockporfrio

En cuanto el tratamiento DR, este presenta valores con afectaci6n sostenida

(P<O.05), ya que se observa un aumento en los tiempos 12hE y 24hE con respecto

del OhE, aunque posteriormente disminuyen en el tiempo 12hR, perc aumenta de

nuevo al 24hR. Esto indica que si existi6 una afectaci6n por efecto de la baja

temperatura dado que su capacidad antioxidante fue deficiente debido a la baja

ingestadecompuestosconestaaclividad.
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Figura 16. Determinacion de actividad de SOD en branquias. Unidades de actividad
de SOD por miligramo de proteina de tejido branquial.
Literalesigualesnopresentandiferenciasignificativa (P>O.05). n=3



Lasuper6xidodismutasaeslaenzimaencargadadedismutarelradicalsuper6xidoy

convertirloenH20 2. Es una de las primeras defensas contra el ataquede radicales

libres y EROs en el organismo (Pandey et a/., 2003)

Los resultados de esta investigaci6n muestran valores de actividades similares en

higado y branquias en cuanto a esta enzima (Figuras 15 y 16), aunque en ambos

tejidos la ORMJ mantuvo los valores mas bajos de los 3 tratamientos. Esto puede

deberse a que los organismos de este tratamiento adquirieron el efecto

quimioprotector de los compuestos antioxidantes que consumieron mediante la dieta.

Almeidaeta/. (2002 Y 2009)obtuvieron resultados maselevados alosdelpresente

estudio en la actividad deesta enzima en su trabajo de investigaci6n con cadmio

sobreestamismaespecie. Los valores que reportan vandesde 143.1±10.6 parael

grupo control y 623.7±7.0 (U/mg de proteina) para el grupo estresado. Como ya se

mencion6 anteriormente, esto puede deberse a que en ellos emplearon organismos

mas pequer'\os, de entre 30 y 40 9 de peso, que son mas susceptibles a ser

afectados por cualquier condici6n climatica adversa debido a que su sistema

inmunol6gico es inmaduro. En este aspecto, Castro et a/. (2012) tambien obtuvieron

resultados mas elevados en tejido hepatico del orden de 300.9±17.5 y248.3±19.4

U/mg de proteina para los grupos control yestresados, respectivamente, aunque al

igual que en el presente trabajo indujeron el estres con bajas temperaturas. Estos

autores trabajaron con lenguado (So/ea senega/ensis) y a pesar de la diferencia de

especies, observaron quee/shock porfrioprovoca unadisminuci6n significativa en

la actividad de esta enzima, perc un aumento en las enzimas de CAT Y GPx, asi

como en la lipoperoxidaci6n (P<0.05)

GOluzar y Mustafa (2010) tambien obtuvieron valores mas elevados que los del

presente estudio (86.11±18.9 U/mg de proteina en promedio) al inducir estres en 0

niJoticus con Cd, Cu, Cr y Fe. En este trabajo igualmente observ6 una disminuci6n en

la actividad de SOD, perc tambilln en CAT, GPx. Asi mismo, Montovani et a/. (2009)

observaron una disminuci6n en la actividad de SOD en O. niJoticus estresadas con

triclorofon (TRC), encontrando valores similares a los de este trabajo: 3.5±0.2 y

2.87±0.17 U/mg de protelna para los grupos control y estresados, respectivamente.



Porotro lado, Mohebbi etal. (2012) evaluaron la influencia dietaria del ajo sobre el

estatus redox en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Aunque ellos analizaron el

estres oxidativo en sangre y no indujeron algun tipo de estres, sus resultados

coincidenconlosdeestetrabajoyaquelainclusi6ndefuentesdeantioxidantes

naturales en la dieta de los peces mejora su estatus redox, por 10 que se puede

prevenir 0 contrarrestar la condici6n de estres oxidativo. Mohamed et al. (2015)

tambienobservaronelefectobeneficodelosantioxidantesnaturalesalincluiralicina

en dieta para O. niloticus estresadas con deltametrina. Sus resultados de actividad

de SOD aunque son mas elevados que los de esta investigaci6n, coinciden al

mencionarqueelenriquecerlosalimentos para pecescon antioxidantes naturales

lesconfiereaestos la capacidad para contrarrestarel estresoxidativo. Parael tejido

hepatico, los resultados fueron: 97.56±3.9, 108.86±4.33 y 87.77±4.63 U/mg de

proteina para losgruposcontrol,estresadoyestresadoconadici6ndealicina,

respectivamente. Para labranquiaslosvaloresfueronmasbajos:27.83±1.69parael

grupo control, 33.63±2.7 para el grupo estresado y 19.53±1.66 U/mg de proteina

paraelgrupoestresadocon adici6nde alicina.

Los valorestan elevados de estostrabajos con respectoal presenteestudiose

puede deber a que las tallas de los organismosfueron diferentes en cada uno de

ellos, con diferencias de hasta 150 9 de peso. Tambien se puede deber a que

posiblementeutilizaronotravariedaddeO.niloticusyaquenoreportanesedato.Asi

mismo, otro motivo pUede ser que en si, el factor estresante que utilizaron fue un

agentequimicoomicrobiol6gico, mientrasqueenelpresenteestudiofueunagente

fisicoquimicoyestetiene un efecto directo en elgradodelestresinducido.



8. CONCLUSIONES

La inclusi6nde harinadesubproductosde mango yextractoacuosodejamaicaenla

elaboraci6n de una dieta paratilapia aument61aactividad antioxidanteyelcontenido

de compuestos bioactivos especificos como fen61icos totales, a-tocoferol y 13­
caroteno en la misma. Asi mismo, el suministro de este alimento por 6 semanas

mejor6 el sistema redox de los organismos y les confiri6 un efecto quimioprotector

contra el efecto del descenso abrupto en la temperatura, de acuerdo a los

biomarcadores de estres oxidativo analizados en esta investigaci6n. Respecto ala

bioacumulacionde a-tocoferol YI3-carotenoen branquiase higado, posiblementeel

cortotiempode alimentaci6n con esta dieta nofavoreci6aquese presentaradicha

situaci6n.

Con base en los ultimos 2 tiempos de muestreos, se puede concluir que suspender el

factorestresante (bajatemperatura) permitequelosvaloresde los biomarcadoresde

estresoxidativoanalizadosenesteestudioregresenasusnivelesinicialesenel

tratamiento DRMJ. EI descenso abrupto de la temperatura empleado en esta

investigaci6n afect610s valores de todos los parametros analizados denominados

como biomarcadores de estres oxidativo en las dietas que nofueron enriquecidas

conantioxidantesnaturales.



9. PERSPECTIVAS
Con base en los resultados obtenidos en esta investigaci6n,serecomienda:

1. Aumenlar el tiempo de alimentaci6n con la dieta DRMJ al menos 2 semanas

mas para evaluar si con estetiempo se presenta una bioacumulacion de a­

tocoferol YI3-caroteno.

2. Evaluarlos mismos biomarcadores deestres oxidalivoen riMn y bazo para

delerminarsienestostejidossemanifiestaalgunaafectaci6nporefectodela

bajatemperatura.

3. Evaluar si la dieta DRMJ es efectiva contra otro inductor de estres oxidativo

comoalgunaplaguicidaorganocloradoyorganofosforado

4. Emplear otra fuente de antioxidantes naturales y/o sinteticos y evaluar si

muestra el mismo desempeno que la diela DRMJ.
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Anexo 1. Curva estc'mdar de albumina de suero bovina (BSA) para la cuanlificaci6n

deproleinas poria lecnica de Bradford



2.51.5

IlMTEP
0.5

o~---------------

o

0.2

12

0.8

III
~0.6

0.4

Anexo 2. Curva est!mdar de tetraetoxipropano (TEP) para la cuantificaci6n de Iipidos

oxidados.



Anexo 3. Cromatograma del estandar de a-tocoferol



Anexo 4. Cromatograma del estandar de l3-caroteno.
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Anexo 5. Cromatograma de la determinaci6n de a-tocoferol en a dieta DRMJ.
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Anexo 6. Cromatograma de la determinacion de l3-caroteno en la dieta DRMJ.


