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Resumen aprobado por:

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto antioxidante del
resveratrol contenido en el subproducto de la uva y su efecto en la reduccién del
estrés térmico en tilapias adaptadas al agua de mar. Se sabe que en la uva y sobre
todo en la piel, existe un compuesto quimico llamado resveratrol con alta actividad
antioxidante. La zona de Baja California y en especial el municipio de Ensenada, se
caracteriza por su alta produccién de vinos generando una cantidad considerable de
subproductos que hasta el momento no son utilizados. Cuando un organismo entra en
estrés, una reaccion natural de ellos mismos es la produccion de especies reactivas del
oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) como producto del metabolismo de lo que les
ocasiona el estrés (agentes extrafios o estrés). Los ROS, a su vez, dan lugar a que se
active la enzima supero6xido dismutasa (SOD), que se encarga de neutralizar la
produccion de dichos compuestos. Si bien esta enzima ayuda a mitigar los procesos .
de toxicidad y estrés, en demasia propician un desgaste energético. Ademads de la
posibilidad de que su produccién no sea suficiente para neutralizar los ROS y éstos
puedan llegar a ocasionar la oxidacién de lipidos y proteinas e incluso causar el
deterioro del ADN. Se conoce también que con la edad los organismos pierden la
eficiencia de las enzimas con actividad antioxidantes producidas de forma natural. En
los sistemas de produccién acuicola, los organismos estan expuestos constantemente
a muchos factores de estrés tales como altas densidades, falta de oxigeno, cambios de
temperatura, mala calidad de agua, entre otros que a su vez los debilitan y exponen a
las consecuencias antes descritas. Es asi que el presente trabajo consistié en el uso de
la tilapia (Oreochromis aureus x 0. mosambicus) con un peso promedio de 88 + 0.4 g
adaptadas al agua de mar alimentadas con dietas conteniendo cuatro niveles de
harina de uva (HU) 0, 2, 4y 6%. Al término de 12 semanas las tilapias se expusieron
durante 15 dias a un estrés térmico (de 29 a 22°C) en donde se midi6 la actividad de la
SOD. El crecimiento obtenido no reflejé diferencias significativas, el cual estuvo entre
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0.87 a 0.95 de acuerdo a la tasa de crecimiento térmico (TGC, por sus siglas en inglés),
y de 1.4 a 1.6 de tasa especifica de crecimiento (SGR, por sus siglas en inglés).La
ganancia de peso se reportd entre 248 a 271% con relacién al peso inicial. La
actividad de la SOD en muestras de musculo e higado antes y durante el proceso de
estrés térmico demostro que los niveles utilizados de HU, si bien lograron disminuir la
actividad de la SOD en algunos de los tratamientos, no se logr6 registrar una clara
tendencia en todos los resultados. Por ejemplo, considerando el incremento en
actividad de la SOD en los tratamientos control del higado las dietas del 2 y 4% se
mostraron por debajo, mientras que la del 6% si bien no alcanzé los niveles del
control, las actividades de la SOD fueron mayores. En el musculo el tratamiento
control a los 7 dias mostr6 una mayor actividad, mientras que a los 15 dias se
registraron los niveles mdas bajos de la SOD con relacion a los tratamientos
experimentales. Si bien los datos obtenidos en la presente tesis no cumplieron con la
hipdtesis planteada, los resultados aqui mostrados son de gran importancia para
aprender y obtener datos reales sobre el nivel de estrés producido por los cambios
térmicos de temperatura, fendmeno al que muchas especies en cultivo estin
expuestas de forma cotidiana. El cambio de 29 a 22°C quizas no haya sido significativo
para provocar un gran estrés en los organismos, pero existid un incremento
substancial en la respuesta medida a través de la actividad de la SOD. Es asi que este
trabajo nos permiti6 medir de una manera mas fina el efecto del estrés sobre las
actividades metabolicas. Sin embargo, no habra que descartar que las tilapias ya se
encontraban sufriendo un estrés crénico al estar adaptadas al agua de mar. Por otro
lado también se discute la implicacién de utilizar altas proporciones de HU y una
posible disminucién en la digestibilidad.
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I Introduccion

A nivel mundial, la acuacultura es una practica que va creciendo de manera
acelerada. A una tasa de crecimiento mayor a la de cualquier otro sector de
producciéon animal. Hoy en dia la tilapia (o mojarra de agua dulce) es un pez que
gracias a su facilidad de cultivo es posible producirla y criarla en todo el pais. Siendo
esta especie una de las cinco de mayor produccién pesquera a nivel nacional (Anuario

Estadistico de Acuacultura y Pesca, 2011).

SERIE HISTORICA DE LA PRODUCCION DE MOJARRA
2002-2011
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Figura 1. Serie histérica de la produccién de tilapia 2002-2011.

En cuanto a su produccidn, la tilapia presenta un crecimiento importante a partir
del afio 2002 (Fig. 1) en donde alcanzé las 61,751 toneladas a nivel Nacional, con una
produccion maxima registrada en el afio 2010 con 76,986 toneladas (Anuario
Estadistico de Acuacultura y Pesca, 2011).

El éxito de la tilapia se debe a que es un organismo que presenta alta resistencia
a sobrevivir en un rango amplio de concentraciones de salinidad, calidad de agua,
temperaturas, y densidades, lo que la hace una especie ideal para su cultivo. Es
también un organismo con un crecimiento acelerado, y gracias a sus caracteristicas de

ser omnivora, presenta una amplia aceptacion a una gran variedad de alimentos.



Adicionalmente cuenta con una carne con buen sabor y textura (Abdel-Fattah ,
2006) si se le trata adecuadamente durante la poscosecha (eutanasia por hipotermia).

Por otro lado, la cruza entre las distintas especies de tilapia, lo cual es una
practica comun en la acuacultura, da lugar a variedades aiin mas resistentes a
condiciones adversas que sus antecesores al incrementar la variabilidad genética
como lo son:
-O.niloticus x 0. Aureus = “Rocky mountain”
-0. Mossambicus x O. Uroleptis hornorum = Hibrido rojo
-0. Niloticus x O. Niloticus Stirling = Chocolate

A pesar de estas ventajas, el cultivo de tilapia en México ha experimentado
algunos problemas de enfermedades o crecimiento desigual, lo que nos hace pensar
que a pesar de las ventajas de su cultivo, la acumulacién de distintos factores estan
contribuyendo a un estrés excesivo y a una disminucién en su potencial de desarrollo.

La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién
(SAGARPAL) logré desarrollar una especie resistente al agua de mar (hibrido rojo), la
cual desde hace mas de 15 afios fue donada al gobierno de Cuba segtin informacion de
la Comisiéon Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA). Recientemente esta
especie regresé a México, supuestamente con mejores caracteristicas para su cultivo
como lo es un mejor rendimiento en crecimiento de acuerdo a lo sefialado en la
CONAPESCA (Francisco Nieto, Comunicacién personal, 20122). Es asi que se le

proporcioné al Instituto de Investigaciones Oceanolégicas (I110) de la Universidad

1ISAGARPA (Secretaria de Agricultura, Ganaderfa, Desarrollo rural, Pesca y Alimentacién.
2 Francisco Nieto CONAPESCA, Director del area de Acuacultura en CONAPESCA.



Auténoma de Baja California (UABC) un lote de vtilapia con estas caracteristicas para
ser evaluadas; motivo de este trabajo experimental.

Experimentos anteriores en el 110 demostraron que especies de tilapia definidas
por contener propiedades para la adaptacién a altas salinidades (variedad GIFFS de
Noruega) sufren de estrés, que se manifiesta en el desarrollo de bacteriosis en la piel,
reduciendo drasticamente el crecimiento e incluso generando la muerte de los
organismos (Maria Tefesa Viana, Comunicacion personal, 2014%).

El estrés de los organismos, ya sea por llevar a cabo précticas de produccién
intensivas en las que los organismos estan confinados a cuerpos de agua con una
sobrepoblacién, presencia de sustancias téxicas, cambios bruscos de temperatura,
entre otros, dan lugar a estrés, mismo que se traduce a un estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se refiere a una sobre produccién de especies reactivas del
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés “Reactive Oxygen Spices”) en comparacioén con el
sistema de defensa antioxidante enzimético (SOD), el cual se activa en presencia de los
ROS.

Tales ROS pueden ser ocasionadas por agentes externos estresantes, o bien, ser
producidos por el metabolismo natural del organismo (Villa-Cruz et al., 2009). Este
estrés oxidativo puede también estar provocado por una falta de nutrientes, vitaminas,
y factores ambientales que no permiten el control de las reacciones en cadena que los
radicales libres ocasionan (Vélez-Marin et al., 2012).

La mayoria de esos radicales son ROS, tales como el radical hidroxilo, peréxido

de hidrégeno, y el anién superdxido. Todos ellos propensos a causar un dafio celular




crucial en componentes como lipidos (peroxidacién), carbohidratos, proteinas y ADN
(Finkel y Holbrook, 2000).

Los animales aerdbicos estan continuamente generando radicales libres, como
resultado del metabolismo celular natural. Que de no atenuarse genera un dafio
bioldgico en macromoléculas (Finkel y Holbrook, 2000).

La estructura atémica de un radical libre presenta un electrén impar en el
orbital méas externo, lo que los hace ser compuestos muy inestables y reactivos. Para
que un radical pueda alcanzar su equilibrio es necesario que tome un electrén de otra
molécula vecina con lo que altera la estructura de la misma y convirtiéndola a su vez
en un nuevo radical libre, con lo que se genera una reaccién en cadena (Aruoma,
1999).

Existen diversas maneras exdgenas ademas del metabolismo celular mediante
las cuales pueden formarse ROS (Cérdova-Izquierdo et al., 2009) tales como:

-Altas ingestas de Fe y Cu
-Radiacion

-Humo de cigarrillo

-Luz solar

-Shock térmico

-Solventes orgénicos y pesticidas
-Micotoxinas

-Dieta hipercalorica

-Cambios bruscos en el medio ambiente



Todo organismo animal, al igual que las plantas, cuentan con un sistema de
proteccién enzimatico antioxidante contra los agentes extrafios y estrés (Castro y
Marquez, 2006). Este sistema comprende a las enzimas que se encuentran en el
higado principalmente, aunque las hay en otros tejidos, como la superéxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutatién peroxidada (GPO) como las més conocidas. Entre
ellas, la SOD que cataliza la dismutaciéon de super6xido en oxigeno y per6xido de
hidrégeno, siendo la enzima de mayor actividad (Castro et al., 2012).

La SOD ayuda a proteger a la célula en contra de las reacciones dafiinas del
superoxido, de tal manera que la SOD hace que el superéxido (02) se dismute a Oz y
peroxido de hidrégeno (Hz02). La actividad de la SOD es muy rapida lo cual favorece a
que dicho radical superdéxido no reaccione con otros compuestos. El radical
super6xido constituye una de las principales especies reactivas del oxigeno en la
célula por lo que la SOD tiene un papel muy importante como antioxidante biolégico
en todos los organismos. Cuando el organismo se pone en contacto con agentes
contaminantes o bien al estar bajo estrés, se producen especies reactivas del oxigeno
como resultado de procesos metabdlicos normales-.

Los radicales libres pueden también ser controlados mediante agentes exégenos
como lo son los antioxidantes provenientes de los alimentos con alto contenido de
vitamina A, C, E y componentes fendlicos (Vélez-Marin et al., 2012).

En la industria alimenticia, por ejemplo, se utilizan las vitaminas C y E en
grandes cantidades y se ha visto una reduccién en el estrés oxidativo en animales. Si
bien esto pudiera ser efectivo, no siempre es accesible por el costo que conlleva el

administrar estas cantidades de antioxidantes. Por lo que se recomienda el buscar



nuevas alternativas, ya sea como aditivos o consumiendo alimentos frescos que los
contengan.

Existe la creencia de que el consumo excesivo de estas vitaminas o antioxidantes
puede resultar contraproducente, convirtiéndose en agentes pro-oxidantes en lugar
de agentes antioxidantes. (Browry y Stocker, 1993), aun cuando existe literatura que
demuestra lo contrario (DSM, 2011)

El consumo de antioxidantes puede ayudar a reducir el estrés oxidativo en los
organismos y ayudar a prevenir enfermedades y otras afecciones provocadas por la
peroxidacién de lipidos y proteinas. Estos pueden encontrarse naturalmente en
alimentos frutas como la fresa, uva, ciruela, granada, y en verduras como el tomate,
zanahoria y pimiento, y bebidas como el café, té y el jugo de uva (Pérez, 2009).

En este sentido, el vino de uva (producto de la fermentacién alcohélica de la uva)
y principalmente de su piel, tiene una alta concentracién de antioxidantes naturales
como el resveratrol que pueden ayudar a contrarrestar el dafio celular ocasionado por
los ROS.

El resveratrol pertenece al grupo de los polifenoles. Este componente, ademas
de encontrarse en la piel de la fruta, se encuentra también en la semilla de la uva
negra, y deja pasar parte de esta substancia (resveratrol) a los vinos durante la
fermentacion. Los polifenoles son un grupo heterogéneo de moléculas que comparten
la caracteristica de tener en su estructura varios grupos bencénicos substituidos por
funciones hidroxilicas. Los compuestos fenoélicos del vino incluyen acidos fendlicos y

flavonoides.



El resveratrol se encuentra tanto en la uva negra como en sus derivados (vino y
mosto). Este aparte de darse como una caracteristica de la especie, se sintetiza como
respuesta a las altas temperaturas, a la exposiciéon a los rayos UV y a condiciones
adversas para la planta, teniendo una funcién protectora en contra de
microorganismos e insectos. Probablemente sea la uva la mayor fuente de resveratrol
para el consumo humano aunque también se encuentra en pequefias cantidades en los

cacahuates y moras (Siemann y Creasy, 1992).

Se calcula que para el ano del 2012, la zona de Baja California alcanzd una
produccién de 25,300 toneladas de uva, lo cual equivale a un 6.8% de la produccién
total nacional, generando ganancias de hasta 266.8 mdp que corresponde al 3.8% de
la produccioén total en México (SHCP, 2014).Aun cuando aqui se produce el 6.8% de la
uva a nivel nacional, la produccién de vino constituye el 90% de lo que se produce en
México y que da como resultado el mosto (también llamado bagazo)como
subproducto. De acuerdo a un documento emitido por el XX legislatura del Gobierno
de Baja California (IOCEES, 2010), en el 2009 se produjeron 13, 480,000 botellas de
vino Unicamente en el estado de Baja California, de las cuales el 94 % fueron
destinadas para consumo nacional y el 6 % para consumo en el extranjero.(Congreso

de BC, 2010).

Tomando en cuenta que para producir una botella de vino tinto (750ml) es
necesario un volumen aproximado de 1kg de uva; en donde la pulpa equivale al 74.4%
(0.98g), hollejo 19.8% (0.26g) y las semillas el 5.8% (0.076g), da por resultado un

volumen de 1.1g de mosto por botella producida. Cantidad que da un resultado de



14,820 kg de mosto que son anualmente desechados (Urbinavinos, 2013).

En las uvas, el resveratrol es sintetizado casi en su totalidad en la piel, siendo
justo antes de que la uva llegue a su total madurez los picos mas altos de resveratrol.

La enzima terminal en la biosintesis del resveratrol es la estibel sintetasa, la cual
es activada en respuesta al estrés exégeno como lesiones por hongos y luz ultra
violeta (Pervaiz, 2003; Soleas et al, 1997a) dando lugar a que el contenido de
resveratrol varie de acuerdo al tipo de uva y condicién de cultivo. El papel del
resveratrol en las plantas como la uva, actia como un citotéxico en contra de las
afecciones con hongos que generalmente sufren las plantas como la uva (Favaron et
al, 2009). El mecanismo de accién del resveratrol en la uva no se conoce
perfectamente, sin embargo, de acuerdo a Favaron et al, (2009) se cree que la
interaccion entre el resveratrol y un gen oxidante del hongo producen un compuesto
citotoxico con el cual paradéjicamente los hongos se auto-intoxican.

Es asi que se sabe que el resveratrol ayuda a mitigar el dafio celular producido
por los grupos de especies reactivas del oxigeno ROS.

Debido a que grandes cantidades de subproducto de uva se encuentran
disponibles en la region, se piensa en el potencial de su uso en alimentacién animal.

Ya que el antioxidante presente en la piel y semilla de la uva pueda ayudar a
disminuir el efecto dafiino de los radicales libres sobre las células sanas de la tilapia
sometida a un estrés. Los cambios bruscos de temperatura es una condicién a la que
regularmente estdn expuestas las tilapias entre el dia y la noche, proceso que de
resultar en un estrés oxidativo, la harina de mosto de uva en el alimento podria llegar

a resultar en un efecto mitigador.



Si bien el resveratrol contenido en la uva puede ser benéfico, existen compuestos
antinutricionales en la pulpa los cuales pudieran ejercer un efecto negativo en el
desarrollo de los peces. Los taninos son uno de éstos, los cuales presentan la
caracteristica de inhibir la tripsina digestiva y por ende disminuir la digestibilidad y

afectar el crecimiento (Torres-Acosta et al., 2008).

Se realiz6 un experimento en este mismo laboratorio de la UABC con distintos
niveles de HU (0, 2, 4, 6, 8, 12, 18%) con trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), en
donde se encontré que a un nivel mayor al 6% se disminuyd significativamente la

digestibilidad al 50% (Pefia et al., 2010).

Es asi que niveles iguales o menores al 6% de HU son seguros de ser utilizados
en la dieta sin causar un efecto antinutricional pudiendo proporcionar un efecto
positivo sobre el estrés oxidativo en la tilapia (Oreochromis aureus x 0. mosambicus)

promoviendo un buen desarrollo y crecimiento.



Il. Hipotesis

Tilapias alimentadas con harina de uva que contiene resveratrol, mostraran un
efecto en la disminucion de la actividad enzimatica de la Superéxido Dismutasa (SOD)
como respuesta a la actividad antioxidante del resveratrol para contrarrestar el estrés

oxidativo causado por el choque térmico inducido.
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. Obijetivo general
Evaluar el efecto de la suplementacién de dietas con harina de subproducto de
uva (0, 2, 4 y 6%) sobre el estrés oxidativo en tilapia marina (Oreochromis aureus x O.

mosambicus) causado por un agente fisico (choque térmico).

l1l.1 Objetivos especificos

1. Estimar el desempefio de las tilapias alimentadas con cuatro distintos niveles de
inclusion de harina de subproducto de uva (0, 2, 4 y 6%) en el incremento de peso
diario, tasa especifica de crecimiento, tasa térmica de crecimiento, eficiencia

alimenticia y supervivencia.

2. Estimar el nivel de resveratrol obtenido en los distintos niveles de harina incluida

en las dietas.

3. Estimar el porcentaje de la actividad de la enzima superéxido dismutasa en
musculo e higado de las tilapias alimentadas con distintos niveles de inclusién (0,

2,4y 6%) de HU después de haber sido sometidas a un estrés térmico. -
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IV. Metodologia

IV.1 Obtencion de Organismos

Se obtuvieron 1500 alevines de tilapia variedad cubana (Oreachromis aureus x O.
mosambicus) provenientes del Centro Acuicola Zacatepec ubicado en el Estado de
Morelos dependiente de la CONAPESCA. La talla promedio de los organismos
obtenidos fue de 1.5 + 0.5 g. Los cuales fueron colocados en tres tanques de 500 I para

su aclimatacién hasta su posterior experimentacion.

IV.1.1Recepcion y acondicionamiento de organismos

Los juveniles de tilapia se mantuvieron en un sistema cerrado con recirculacién
de agua, que consiste de cuatro estanques circulares de fibra de vidrio de 1000 litros
de capacidad, provistos de un desagiie central con un tubo de nivel y una camisa de
PVC. Esta dltima para remover los sélidos generados por los organismos en cada
estanque. Estos a su vez conectados a una linea de desagiie central la que desemboca a
un estanque de compensacion de 700 L.

Una vez en el tanque de compensacion, el agua es succionada e impulsada
mediante una bomba de agua marca Sweetwater modelo SHE1.7, la cual envia un flujo
de agua a través de un filtro biolégico de tipo Polygeyser con 6Ft3 de capacidad marca
“Aquaculture Systems Technologies”. Después del biofiltro, el agua es distribuida a los
estanques. Durante el acondicionamiento de los organismos la temperatura del agua
se mantuvo a 29 * 1°C por medio de calentadores sumergibles de titanio (“Process

Technologies” de 7,500 watts) en el tanque de compensacion.
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Los organismos estuvieron sometidos a un fotoperiodo natural de primavera en

la ciudad de Ensenada Baja California, México (21 marzo - 21 septiembre).

IV.2Proceso de aclimatacion

Una vez que lo organismos alcanzaron la talla de 10 g fueron aclimatados al agua
de mar siguiendo el protocolo de aclimatacién propuesto por la CONAPESCA.:
Dia 1. La aclimatacién de los organismos se inicié a las 8 am para acondicionar los
organismos de 0a 10 %o de salinidad durante el transcurso del dia aumentando

una %o/hora.

Dia 2. Se continué con la aclimataciéon de los juveniles partiendo de 10 %o para
alcanzar al final del dfa 20 %o, aumentado 1 %o/hora, durante 10 horas. Durante los
dos primeros dias de adaptacién a agua de mar, los organismos fueron alimentados de
acuerdo al 15% de biomasa hiimeda y con un alimento de iniciacién de 1.5 mm, el cual

contenia 52% proteina cruday 8 % de grasa
p y g

Dia 3. Se continué con la aclimatacién al agua de mar partiendo de 20 %o para
alcanzar al final de dia 25 %o aumentado 0.5 %o/hora, durante 10 horas. A partir de
aqui la raciéon alimenticia se redujo en un 50% para prevenir acumulacién de materia

organica en los estanques ya que no es posible efectuar recambios fuertes de agua.

Dia 4. Se continué con la aclimatacién a agua salada partiendo de 25 %o para alcanzar
al final de dia 30 %o aumentado 0.5 %o/hora, durante diez horas. La dieta se mantuvo
al 50% de la racién original correspondiente al 10% de la biomasa. Se continu6 con

todos los procedimientos rutinarios de manejo.

13



Dia 5. Se terminé la adaptacién a agua marina de 30 a 35 %o siguiendo el mismo
protocolo del dia anterior aumentando 0.5 %o/hora.

Durante la experimentacién los juveniles de tilapia se mantuvieron en dos
sistemas cerrados de recirculaciéon independientes. Cada sistema contaba con 6
tanques de 500 L de capacidad de fibra de vidrio y de forma circular, provistos de un
desagtie central con un tubo de nivel y una camisa de PVC. Esta tltima sirvié para
remover los sélidos generados por los organismos en cada estanque. Los estanques
estdn conectados a una linea de desaglie central la que desemboca a un tanque de
compensaciéon de 1100 L.

La alimentacidn diaria consisti6 en cuatro raciones a saciedad distribuidas de la
siguiente manera; 8:00, 11:00, 15:00 y 17:00 hrs. La alimentacién a saciedad consistié
en alimentar cada tanque poco a poco (varias rondas) hasta que los peces dejaran de
consumir su alimento. Los tanques de experimentaciéon fueron cubiertos con una
malla de 0.05cm de iuz para evitar que los organismos pudieran saltar fuera del

tanque durante las doce semanas de experimentaciéon (91 dias).

IV.3 Disefio experimental:

Las biometrias se llevaron a cabo cada cuatro semanas pesando a todos los
organismos de cada una de las unidades experimentales para evaluar el incremento
de peso diario, tasa especifica de crecimiento, tasa térmica de crecimiento, eficiencia
alimenticia y supervivencia.

Después de haber sido alimentados durante tres meses, los organismos fueron

sometidos a un estrés térmico, para medir el efecto que pudiera tener el resveratrol
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sobre la actividad de la SOD, bajando la temperatura de 29 + 1 a 22°C = 1°C durante 15
dias.

Se sacrificaron dos peces de cada uno de los tanques antes y durante el estrés
térmico mediante un proceso de hipotermia, en donde los organismos fueron sacados
de los estanques con una red y sumergidos en una cubeta con agua y hielo hasta morir,
al dia 0 antes de iniciar el estrés térmico (D0), a los 7 dias (D7) y alos 15 dias (D15).

Se tomaron muestras de higado y musculo, las cuales fueron almacenadas en un
criocongelador a -80°C para su preservacion y posterior andlisis para determinar la

actividad enzimatica (SOD) en cada tratamiento a lo largo del tiempo.

IV.4Elaboracion de la dieta experimental

Las dietas experimentales fueron elaboradas en el laboratorio de nutricion y
fisiologia del 110 (Instituto de Investigaciones Oceanolégicas) de acuerdo a los
requerimientos establecidos para la especie y descrita en el Cuadro I. Se agreg6 HU
como fuente de resveratrol en cuatro niveles (0, 2, 4 y 6%).

Las caracteristicas de las dietas pueden observarse en el Cuadro 1. Todos los
ingredientes fueron estimados para producir 3 kg de alimento para cada uno de los
tratamientos y fueron mezclados mediante una mezcladora robot Coupe, colocando
un 35 % de agua (peso/volumen) hasta tener una masa homogénea. Las dietas fueron
peletizadas en una maquina de pasta comercial marca Rosito Bisani®, (Los Angeles,
USA) con un dado para formar pellets de 1.5 mm. Posteriormente y ya peletizada la
dieta se secd en una estufa de conveccién True Heated Cabinet a 60° C por un

intervalo de tiempo de 24 horas. Posteriormente las dietas se guardaron en
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contenedores plasticos limpios y sellados en un congelador a -25°C hasta su posterior
utilizacién para la alimentacion de los organismos o sus posteriores analisis

bioquimicos.

Cuadro 1. Ingredientes utilizados para la elaboracién de las dietas (100g) conteniendo
4 niveles de harina de uva (0, 2, 4 y 6%) para alimentar tilapias marinas (Oreachromis
aureus x 0. mosambicus).

TRATAMIENTOS

INGREDIENTES 0% 2% 4% 6%
Soya 25 24.5 24.3 241
Harina de pescado 32 32 32 32
Harina de uva 0 2 4 6
Aceite de soya 2.5 2.3 2.1 1.9
Aceite de pescado 2.3 2.3 23 2.3
Gelatina 5.2 5.2 5.2 5.2
Fécula de maiz 16 16 16 16
Harina de trigo entero 15.7 14.4 12.8 11.2
Rovimix 1 , 1 1 1
Stay-c 0.07 0.07 0.07 0.07
Benzoato de Sodio 0.23 0.23 0.23 0.23
BHT 0.01 0.01 0.01 0.01
TOTAL 100.0 100.0 100.0 100.0

IV.4.1Analisis proximales
La composicién bioquimica de la dieta se realizé por triplicado siguiendo las
metodologias propuestas por la “Association of Official Analytical Chemists” (AOAC,
1995).
A manera de resumen:

El contenido de humedad fue calculado utilizando el método gravimétrico,
donde se colocaron en navecillas de aluminio por triplicado, 2g de cada una de las

dietas experimentales (previamente pulverizadas) y colocadas dentro de una estufa a
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una temperatura constante de 100 °C por un periodo de4 horas. Posteriormente las
muestras se colocaron dentro de un desecador para su enfriamiento y su peso fue
registrado hasta que fuera un peso constante. El calculo del porcentaje de humedad se
obtuvo por diferencia de pesos.

Para determinar el porcentaje de proteina cruda en cada una de las dietas se
utilizé el método de Micro - Kjeldahl. Para ello en el proceso de digestion se utilizaron
2g de Sulfato de potasio, 40mg de sulfato ctprico con 50mg de muestra (dieta
previamente pulverizada) y 3mL de acido sulfurico durante cuatro horas en un
digestor. Una vez digeridas las muestras (mostrando un color azul cristalino) fueron
diluidas en un volumen 1:5 en un matraz volumétrico de 25mL para su posterior
destilacion.

En la destilacién, se utilizaron 10mL de hidréxido de sodio al 40%, 5mL de
muestra previamente digerida y diluida y 10mL de agua destilada. El resultado fue
capturado en un vaso de precipitado con 15mL de 4cido bérico al 3% y 5 gotas del
indicador shiro-toshiro (azul de metileno y naranja de metilo) hasta llegar a 50mL.

Obtenidos los 50mL del destilado, se procedi6é a la titulacién con acido
clorhidrico al 0.2N colocando un magneto en el vaso de precipitado y agregando acido
por goteo hasta alcanzar un color morado. Conociendo los mililitros de acido gastados,
la normalidad del 4cido y el peso sin humedad de las muestras es posible determinar
el porcentaje de nitrégeno, y con él, el porcentaje de proteinas en las dietas mediante
un factor establecido de 6.25 de acuerdo a la AOAC (1995) para las harinas de

procedencia animal.

17



El valor promedio del contenido de cenizas se calculé por gravimetria
calcinando las diferentes muestras de las dietas a 550°C por un periodo cinco horas. Al
término de las cinco horas fueron colocadas en un desecador y nuevamente pesadas y
con los nuevos valores se calcul6 el porcentaje de ceniza.

El contenido de lipidos totales fue calculado gravimétricamente de acuerdo a la
técnica de Soxleth (AOAC, 1995) utilizando éter de petréleo como arrastre. En donde
se pesaron los matraces bola antes de iniciar, y se hicieron cartuchos con filtros
wattman colocando dentro 2 g de cada una de las dietas a analizar por triplicado.

Una vez hechos los cartuchos se procedi6 a hacer el arrastre con éter de petroleo
durante 4 horas. Al término de las 4 horas los cartuchos se removieron y el exceso de
petroéleo fue regresado a su envase. Los matraces se mantuvieron durante 24 horas en
una estufa a 60°C para eliminar el resto de éter en el matraz y en los cartuchos. A las
24 horas los matraces y los cartuchos fueron pesados nuevamente y se determiné el

porcentaje de lipidos en las dietas experimentales.

IV.5 Analisis de resveratrol en HPLC

Para la cuantificacién del contenido de resveratrol de las dietas y la HU se
pesaron 0.40g de cada una de las dietas (HU, 0, 2, 4 y 6%) por triplicado y se
agregaron 3mL de metanol grado HPLC 99% de pureza. Se agitaron las muestras
durante un minuto y se dejaron reposar durante 24 horas a 4°C. Al término de las 24
horas las muestras fueron centrifugadas durante 10 minutos a 4,400rpm (4°C)y

posteriormente filtradas a través de acrodiscos con membrana de nylon 0.45p y
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preservadas en refrigeraciéon (4°C) en viales de cristal hasta su posterior analisis en
HPLC.

Para el andlisis en HPLC se hizo una curva estandar de resveratrol puro en
diferentes concentraciones partiendo de agregar 1.2mg de resveratrol puro y
diluyéndolo en 240pL de metanol. De ahi se tomaron 10uL y se diluyeron en 990uL de
metanol para hacer la primer dilucién [0.05pug/mL]. De la primera dilucién se tomaron
40pL y 60pL de metanol para hacer la segunda dilucién [0.02pL/mL]. Por tltimo, de la
segunda dilucion se tomaron 20pL y 80uL de metanol para hacer la tercer dilucion
hasta alcanzar una concentracién de [0.004pL/mL].Una vez preparadas las tres
concentraciones, fueron inyectadas en el HPLC para obtener la curva estindar de
resveratrol puro.

Con la curva estandar, se procedi6 al andlisis en HPLC de las muestras
previamente filtradas, inyectando 20pL de cada una por triplicado para conocer la

concentracion del antioxidante en cada una de las dietas y la HU.

IV.6 Analisis de la actividad de la SOD:

La actividad enzimdtica se determin6é en muestras individuales de higado y
musculo por separado, mediante una extraccion en frio con buffer de KCl al 50mM
(1:2) y después se centrifugd a 15,000 g por 6 minutos. La actividad de la SOD fue
estimada con el sobrenadante midiendo la auto-oxidacion del pyrogallol.

En higado, el sobrenadante del extracto (higado-buffer KCl, 1:2) se analiz6 en

una solucién de buffer fosfato 50mM con pH 7.8 conteniendo pyrogallol 3mM

19



(disuelto en 10mM HCL) utilizando un espectrofotémetro a una longitud de onda de
325nm(Villa-Cruz etal., 2009).

Como parte de la metodologia para determinar las unidades de actividad SOD es
necesario determinar la concentracion de la proteina en las muestras crudas y asi
poder determinar la actividad por mg de proteina en el extracto. Para lo cual se sigui6
el método de Bradford utilizando albumina de bovino como estdndar (Bradford,
1976). En donde una unidad de actividad SOD es definida como la cantidad de enzima
la cual da un 50% de inhibicién de la tasa de oxidaci6on y los resultados son
expresados como Unidades/mg de protefna a 25°C de acuerdo a la técnica descrita por

Davila et al. (2010)

IV.7 Analisis de calidad de agua:

Los andlisis de calidad de agua fueron determinados diariamente mediante Kit’s
de medicién rapida marca API (“Aquarium Pharmaceutical” de MARS ltd) para tener
un mejor control de los pardmetros fisico-quimicos en los sistemas de

experimentacion, y se midieron los siguientes parametros:

e Amonio
e Nitritos
e Nitratos

e Temperatura

e Oxigeno disuelto

e Alcalinidad del sistema
e Salinidad

' pH
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IV.8 indices biolégicos

IV.8.1 Crecimiento en Peso (g)

Los organismos fueron pesados y medidos en cada biometria (cada cuatro

semanas) utilizando una balanza analitica (+0.01 error).

IV.8.2 Ganancia de Peso (%)

Para determinar la ganancia en peso, los organismos fueron pesados al inicio y

al final de cada fecha de muestreo y se calcul6 con la siguiente ecuacion.

GP=[(PF-PI)/PI] x100 (1)
En donde:
GP= Ganancia de peso
PF=Peso final

PI= Peso inicial

IV.8.3 Coeficiente Térmico de Crecimiento (TGC)

Se calcul6 de la siguiente manera:

(3 Pf-3¥ Pi/T*D)*1000 (2)
En donde:
Pi= Peso inicial de los organismos dado en gramos (g)
Pf=Peso final de los organismos dado en gramos (g)
T= Temperatura promedio

D= Dias de experimentacién
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IV.8.4 Tasa de crecimiento especifico (SGR)

La tasa de crecimiento especifica (TCE; % dia) se calcul6 de la siguiente manera:

TCE= [(In PF-In PI) / T] x 100 ...... 3)
En donde:
TCE = Tasa de crecimiento especifica,
Ln PF = Logaritmo natural de peso final,
Ln PI = Logaritmo natural del peso inicial,

T = Namero de dias

IV.8.5 indice de Supervivencia.

Este nos permite conocer el porcentaje de organismos vivos que llegaron hasta el fin
del experimento mediante la siguiente ecuacién:
S = (Pf/Pi) x100 (4)
En donde:
Pf= Peces al final de experimento

Pi= Peces al inicio del experimento

IV.9 Analisis estadistico

Para estimar las posibles diferencias en los indices biolégicos (crecimiento,
supervivencia, consumo de alimento), asi como de la actividad enzimatica de la SOD
registrada en los diferentes tratamientos antes y durante el periodo de estrés térmico,

se realiz6 un analisis de varianza de una via (ANOVA,P<0.05)o Kruskal-Wallis para los
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no paramétricos. En todos los casos se utilizé el paquete de computo Sigma-Stat 3.5

para Windows.
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V. Resultados

En los anélisis proximales (Cuadro II) de cada una de las dietas experimentales
se muestra que resultaron en un porcentaje de proteina cruda de 43.89+2.36,
46.68+2.12, 46.10+1.79, 46.58+1.63, mientras que para los andlisis de lipidos, el
porcentaje encontrado para cada una de las dietas fue de 7.70 £ 0.86, 7.68 + 0.57, 8.16
+ (0.23, 7.71 % 0.30, respectivamente. El contenido de resveratrol para cada dieta se
calcul6 a partir de la concentracién obtenida en la HU mediante HPLC. En donde la HU
mostro un contenido de 273.14pug/g de HU. De esta manera se estimé considerando la
inclusion de 0, 2, 4 y 6% que se encontraba en la dieta en un 0, 0.6, 1.1 y 1.6mg/100g

en la dieta.
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Cuadro II. Composicién proximal y contenido de resveratrol (media + desviacién
estandar) de las dietas utilizadas para alimentar a juveniles de tilapia adaptadas a
agua de mar (Oreochromis aureus x O. mosambicus) y contenido de resveratrol en mg

(P <0.05).
TRATAMIENTOS

0% 2% 4% 6%
Composicion Proximal
Humedad 3.27+2.31 5.31+0.84 2.78+2.22 3.07 £0.37
Proteina cruda 43.89 + 2.36 46.68 + 2.12 46.10+1.79  46.58+1.63
Lipidos total 7.70 £ 0.86 7.68 +0.57 8.16 +0.23 7.71+0.30
Ceniza 2.39£0.05 1.60 £ 0.03 3.19+0.06 4.78 £ 0.07
ELN 4432 +1.73 39.52+0.55 41.35%2.89 40.24+3.40

Contenido de resveratrol mg / 100 g de alimento
0.0 0.546 1.092 1.638

Cuadro III. Consumo promedio de alimento por dia para cada uno de los tratamientos

por organismo (g alimento/org/dia).

Tratamiento Alimento (g)

0% 4174 +0.286
2% 4.184 + 0.142
4% 4841+ 0.763
6% 4.027 +0.430
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A lo largo de los 91 dias de experimentacién no se encontraron diferencias

significativas en el consumo de alimento diario por organismo en los cuatro

tratamientos P< 0.05 (Cuadro III).

Cuadro IV. Indices biolégicos y tasa de supervivencia de juveniles de tilapia adaptadas
a agua de mar (Oreochromis aureus x O. mosambicus) alimentadas con cuatro niveles

de resveratrol durante 91 dias (P < 0.05)

TRATAMIENTOS

0% 2% 4% 6%
Indices biolégicos
Peso inicial ind. (g) 87.60 = 00 88.27 £ 0.80 88+ 00 88.7 £ 0.60
Peso final ind. (g) 309.5+13.60  324.0£2840 409.4+142.60 311.4+26.30
TGC 0.88 £ 0.04 0.914+ 0.08 0.95+ 0.04 0.877+ 0.07
SGR % dfa1 1.4+0.04 1.4+0.10 1.6+0.40 1.4+0.09
Ganancia de peso (g) 221.85£13.64 235.71+28.88 321.39+16.44  222.75% 25.66
Ganancia de peso (%) 253.25+15.60 24897 +1850 271.65+2.60 265.82+13.60
Conversion alimenticia (FCA) 2.25%0.37 1.89+£0.13 2.05+0.55 2.28+£0.07
Supervivencia (%) 82 +2.80 84 + 00 84 + 00 82.7 + 2.30

Consumo de Resveratrol mg / kg peso / dia
0.0 0.124 + 0.02 0.237 + +0.06 0.375+0.06
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Al inicio del experimento, no hubo diferencias significativas en cuanto a peso
individual se refiere entre los diferentes tratamientos, teniendo como promedio un
peso de 88.14+ 0.04g/ org.

Al cabo de 91 dias de experimentacion, los organismos mostraron un peso final
individual que va desde los 309.45+ 13.6g, hasta los 409.39+ 142.6 g sin encontrar
diferencias significativas, con una ganancia de 221.85g para el tratamiento de 0%,
235.71g para el de 2%, 248.49g y 222.75g para 4% y 6% respectivamente. De
acuerdo al andlisis de varianza de una via (ANOVA) no se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos para cada uno de los parametros, en donde se obtuvo
una P=0.522.

Cuadro V. Actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD; U mg de proteina-l) en
muestras de higado y musculo (media + desviacién estdndar) de juveniles de tilapia
adaptadas a agua de mar (Oreochromis aureus x 0. mosambicus) alimentadas con

cuatro niveles de resveratrol durante 91 dias (P< 0.05) antes y después de sufrir
estrés térmico.

Higado Misculo
Tratamiento DO D7 D15 DO \ D7 D15
0% 17.46 £ 5.21 33.46+17.73 44.28+23.35 26.49 +14.21 46.74+7.57 22.76 +1.71
2% 2117 +£4.79 26.63+7.69 33.11+x7.05 27.02+894 29.90x0.93 24.18+3.03
4% 15.60+0.61 51.29x4.62 27.75+3.74 27.34+10.55 32.25+4.84 23.41+0.55
6% 18.45+190 32.63+1.06 38.88+557 2096+4.96 2754557 28.99+2.77
P= 0.324 0.073 0.458 0.826 0.295 0.758

DO.- Dia anterior al inicio del estrés térmico.
D7.- Siete dias después de haber iniciado el estrés térmico.
D15.- Quinceavo y ultimo dia de estrés térmico.
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Al final del experimento se encontraron valores de la actividad de la SOD en
higado dada como U*mg de proteina-l, para las muestras del DO en la dieta de 2% de
21.17, mientras que para los tratamientos de 0%, 4%, y 6% se obtuvieron valores
similares de 17.5, 15.6 y 18.5 respectivamente, sin embargo, estadisticamente no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos (P=0.324).

Para el D7 el aumento de la SOD es evidente, elevandose la dieta control de
17.46 a 33.46; mientras que el 2% se eleva de 21.17a 26.63, y los tratamientos con 4 y
6% a 51.29 y 32.63 respectivamente, siendo el tratamiento de 4% el que registr6 un
mayor aumento en la actividad enzimatica. Después de analizar los resultados
obtenidos mediante un andlisis estadistico de una ANOVA, no se encontraron
diferencias significativas (P=0.073).

Al término del estrés térmico, después de los 15 dias, la actividad de la SOD (U
mg de proteina-l) en los tratamientos (0, 2, y 6%) en higado siguié en aumento al igual
que la dieta control, pero en menor medida, a diferencia del tratamiento de 4% en
donde se observé una disminucién significativa. No se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos (P= 0.458).

En el tejido del musculo se observé a los 7 dias una mayor actividad en el control
con relaciéon a los tratamientos con resveratrol con una actividad de 46.74 en el
tratamiento control contra 29.90, 32.25 y 27.54 para los tratamientos con 2, 4 y 6%
respectivamente. Sin embargo, al dia 15 la actividad de la SOD en los tratamientos de
0, 2 y 4% alcanzaron niveles por debajo a los encontrados para el DO, mientras que en

el tratamiento de 6% la actividad aumento con respecto al D7 (Cuadro V).
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V1. Discusion

El presente experimento tuvo como propésito medir el efecto de la HU en la
reduccion del estrés oxidativo ocasionado por factores de estrés en la tilapia (Tilapia
mosambicus x aureus), asi como estimar la actividad de la enzima superoéxido
dismutasa (SOD), ademds de conocer el desempefio, crecimiento y desarrollo de los
organismos.

Los organismos se mantuvieron durante un periodo de 91 dias en dos sistemas
con seis tanques cada uno bajo condiciones estables, en donde la temperatura
promedio en los dos sistemas se mantuvo entre 29 + 1°C, los niveles de amonio y
nitrito en un rango de 0.25 a 0.5, y de 1 a 2 respectivamente. Salinidad de 35%o y un
pH entre 8.5y 7.8. Los niveles de dureza entre 161.1 y 179 ppm GH/KH y los niveles
de oxigeno disuelto5 * 0.5 mg/L en promedio.

De acuerdo alos anélisis proximales realizados en las dietas experimentales de 0
2,4y 6% de inclusion de harina de uva, se encontrd que el contenido de proteina fue
mayor al valor tedrico calculado en las formulaciones previas al experimento. Con
valores de 43% a 46% a diferencia del 39 % de proteina cruda esperado.

Este error se puede atribuir a varios factores, entre ellos a que la composicion de
algunas de las harinas con las que se trabajé tuviera un valor proteico mayor con el
que fueron calculadas las dietas experimentales. O bien, a que hubo un error al pesar
los ingredientes; o que no se titularon correctamente las muestras de acuerdo a la
técnica de Kjeldhal (AOAC, 1995).Vale la pena aclarar que durante la experimentacién
se hicieron dos lotes de alimentos. Razén por la cual se reportan promedios y

desviaciones estandar. Si el error se debi6 a un mal pesaje es dificil pensar que se
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hubiera tenido este mismo error dos veces. Si el contenido de proteina hubiera sido
mayor al reportado implicaria que la harina de pescado tuviera un valor proteico de
un 95% para poder alcanzar los valores registrados, lo que puede descartarse pues de
ser asi indicarfa que estaba contaminada con alguna fuente de nitrégeno y esto
hubiera sido detectado al hacer los andlisis proximales cuando se adquirié la harina
de pescado.

Por lo tanto queda abierta la posibilidad de que hubiera habido un error en el
analisis proximal aun cuando éste se repitid varias veces.

La técnica de andlisis de proteina se basa en la cuantificacién del nitrégeno
obtenido después de la digestion y destilacion del ingrediente/alimento,
cuantificaciéon que se hace mediante la titulacién con un acido débil. Esta titulaciéon es
causante de muchos errores cuando no se tiene cuidado de valorar el 4cido de
titulacion. Esta valoracion se realiza con carbonato de sodio recién salido de la mufla y
secado a peso seco constante teniendo mucho cuidado en el proceso de enfriamiento
para que no absorba humedad y de un peso mayor al real.

No obstante, todas las dietas presentaron el mismo error por lo que el contenido
proximal fue similar en todas las dietas. Aspecto que no pudo haber dado lugar a que
interfiriera con el contenido y/o efecto del resveratrol proveniente de la HU.

Por otra parte, el consumo individual promedio de alimento para cada uno de los
tratamientos fue similar entre 4 y 4.8 g por organismo por dia, donde no se
presentaron diferencias significativas por tratamiento (P<0.05). Lo anterior nos lleva
a pensar que el suministro de HU no tuvo ningtn efecto negativo en el consumo de las

dietas.
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De acuerdo a los resultados, la estadistica nos indica que no se encontraron
diferencias significativas en el desempefio de las tilapias (crecimiento y
supervivencia) para los cuatro tratamientos, reportando porcentajes de
ganancia de peso similares entre ellos (Cuadro 1V), asi como en todos los indices
biolégicos reportados TGC y SGR. Lo que nos indica que el adicionar
subproducto de uva hasta en un 6% no interfirié en su desarrollo. La tasa de
crecimiento obtenida en el presente trabajo mostr6 un SGR entre 1.4 y 1.6% dia-
1, Para organismos de esta talla (partiendo de 88 g promedio) este SGR resulta
similar a lo reportado por Cerda et al. (1998) quien obtuvo en un experimento
con tilapia (Oreochromis niloticus) con dos cohortes de talla (6.6g y 12.2g)
alimentados con pellets extruidos, un crecimiento de 1.5%y 1.3% dia-lpara cada
uno de los cohortes .Ambas cohortes corresponden a organismos menores que
los utilizados en este experimento, por lo que los crecimientos aqui obtenidos
pueden ser considerados buenos. Lo anterior ya que cuando se considera la tasa
especifica de crecimiento (SGR), al ser una expresién logaritmica da lugar a
valores mayores mientras menores sean los organismos y se encuentren la fase
exponencial de crecimiento. Esto da por resultado que los organismos mas
jovenes tengan una mayor tasa de crecimiento que los organismos con mayor
tamano.
Es dificil encontrar estudios de crecimiento con organismos de tallas mayores a
los 30g aun tratandose de tilapia. Por ejemplo, Ahmad et al. (2011) en un estudio con
tilapia delNilo (Oreochromis niloticus) con organismos de 3.6+0.3 g hasta alcanzar un

peso final promedio de 28.88g obtuvo un SGR de entre 2.3 y 2.4% dia! dependiendo
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de sus tratamientos. Estos resultados son mejores, pero de cualquier forma se trata de
organismos mucho més pequefios. De igual manera Yue (2008) en un experimento
con dietas para tilapia de Nilo (Oreochromis niloticus) con organismos de 6.3g
alcanzaron tasas de crecimiento especifico de 3.9% a 4.1 % dial. A diferencia de
Mathia y Fotedar (2012) quienes en un experimento con tilapias de 35 g en un estudio
sobre el uso de Taro (Colacasia esculenta) llegaron a obtener valores de SGR de 1.1% a
0.8 % dialmostrando valores menores y con organismos de un tercio del tamafio de
los nuestros.

Hanley (1991) con organismos de 41 g hasta los 190 g obtuvo una SGR de 1.6%
dial en los distintos tratamientos. Abdel-Tawwab et al. (2010) en un estudio con
tilapia a diferentes niveles de proteina (25%, 35% y 45% de PC) con organismos de
diferentes tallas entre 0.4g, 18g y 40g obtuvo valores de SGR para los organismos con
dietas de 35% de PC similar al de este trabajo, de 4.3, 1.1 y 0.63, respectivamente,
obteniendo resultados para sus organismos de 18g de un SGR menor al encontrado en
este trabajo y con organismos mucho mayores. Y por tltimo Chowdhury et al. (2013)
en un estudio sobre modelos bioenergéticos en donde utilizan erganismos con tallas
de 1.6 a 30g; de 31 a 220g y mayores a 220g presentaron valores de SGR de 5.45, 3.01
y 0.96 % dia! respectivamente. Si bien aqui el dltimo grupo de organismos pudiera
tener una mayor talla que el del presente trabajo, las SGRs se acercan a los aqui
obtenidas de 1.4 y 1.6% dial.Lo anterior nos hace pensar que el crecimiento aqui
obtenido fue mejor o igual al reportado por distintos autores.

Por otra parte, la HU aparte de contener antioxidantes como el resveratrol,

presenta algunos factores antinutricionales como los taninos, importantes para las
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plantas como sistema de defensa en contra de depredadores, hongos, bacterias,
insectos y virus, los cuales se ha demostrado que al ser consumidos en altas
concentraciones pueden ocasionar una disminucién en el consumo de alimento y de la
digestibilidad, ademas de inhibir la actividad de la tripsina, una importante enzima
digestiva(Torres-Acosta et al, 2008).Ambos aspectos no se vieron reflejados en el
presente trabajo al no encontrarse diferencias entre ingestion y desempeiio.

En un estudio anterior en este laboratorio, pero utilizando trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), se determind que niveles de HU en la dieta mayores al 6%
eran capaces de disminuir hasta un 50% la digestibilidad. Por esta razén se decidid
que estos tratamientos no deberian de incluir mas de un 6% en la dieta (Pefia et al., en
preparacion).En el presente trabajo se demuestra que la HU suministrada no afecté el
crecimiento en la tilapia a causa de los factores antinutricionales. Aunque por otro
lado, la fisiologia digestiva de la trucha y la tilapia son muy diferentes ya que el
primero es un organismo carnivoro, y el segundo es un organismo herbivoro. El cual
cuenta con un tracto digestivo de mayor longitud y enzimas especializadas para su
dieta, lo que le da un mayor tiempo para poder asimilar los alimentos con fibra como
el caso del subproducto de uva. Al contrario de lo que ocurri6 con organismos
carnivoros utilizados en experimentos anteriores (trucha arcoiris), los cuales tienen
intestinos mucho mas cortos, y por ende un tiempo mas corto para la asimilacién de
los nutrientes contenidos en sus alimentos.

Al cabo de doce semanas los organismos fueron sometidos a un estrés térmico,

en donde todos los estanques cambiaron de 29 + 1 °Ca 22 + 1°C y asi se mantuvieron
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durante quince dias. La toma de muestras de higado y musculo para determinar la
actividad de la SOD se realizé al inicio (D0), ala semana (D7) y a los quince dias (D15).

El objetivo principal del presente trabajo era medir la concentracién de la SOD
como respuesta a la utilizacion de la HU después de haber sido sometidas a un agente
estresante. Si bien no se encontré una clara tendencia, si se observo en higado una
disminucioén en la actividad en el tratamiento con2% de HU al dfa 7 con respecto a su
control y los tratamientos con 2 y 4% para el dia 15. En musculo, la tendencia a
disminuir se observo en los tratamientos de 2 y 4% al dia 7, mientras que para el
tratamiento de 6% si bien el aumento no fue considerable al dia 7, este se mantuvo sin
diferencias antes y después del estrés térmico. Ya que no se observaron diferencias
significativas no se puede establecer un efecto del resveratrol sobre la SOD. Esta falta
de diferencias significativas pudiera estar relacionada con el coeficiente alto de
variacién entre las muestras control que para el dia 7 fueron mayores al 50%.

El efecto del resveratrol en el presente trabajo no fue claro como se esperaba. Se
piensa que podria deberse a que la velocidad de respuesta de la SOD es tan rapida a
pesar de que el resveratrol estuviese presente en el alimento y actuara como
antioxidante, que no alcance a verse una clara disminucion. Si no consideramos la
estadistica por efecto de la variacién mayor al 50% de la actividad en los grupos
control, se puede establecer que en el higado se alcanza a notar una disminucién en
algunos de los tratamientos lo cual nos da indicios de su efecto.

Quizas hubiera sido interesante aparte de medir la actividad de la SOD en
musculo e higado, el haber estimado el nivel de peroxidacion en los tejidos de misculo

e higado como un método directo para evaluar el efecto de los ROS sobre los tejidos. El
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medir el estado de oxidacién en este tipo de estudios, no siempre da resultados
sensibles para determinar el efecto antioxidante de ciertos compuestos. Por ejemplo,
Cabrera (2013) no pudo detectar lipo-oxidaciéon ni oxidacidon proteica en el ostion
después de haber sido sometido a distintos factores de estrés.

La idea de este experimento surgié para aprovechar el antioxidante natural
(resveratrol) contenido en el subproducto de la uva, 0 mosto como también se le
conoce. Este mosto actualmente no se utiliza y constituye un volumen importante en
la region de Baja California y principalmente en el municipio de Ensenada.

El resveratrol es un antioxidante presente en la semilla y principalmente en la
piel de la uva, sobre todo en las uvas con piel mas gruesa (Cavaller, 2008). La uva
utilizada era del varietal Petit Sirah y se pensaba que se hubiera encontrado alguna
diferencia en mitigar el estrés oxidativo sin alterar el crecimiento. Este mosto
correspondia a un subproducto de la produccién de vino en la regién, en donde el
varietal Petit Sirah es una de las especies mas ricas en resveratrol (Nikfardjam et al,
2006). Sin embargo la cantidad aqui reportada demostré contener la tercera parte de
resveratrol que lo esperado de acuerdo al andlisis realizado en el laboratorio
(273.14pg de resveraterol/g de HU) comparado con lo reportado por Vincenzi et al.
(2012). En el presente trabajo la cantidad reportada fue estimada a partir del
contenido de resveratrol en la harina; cantidad que fue utilizada para calcular
tedricamente la concentracién en el alimento cuando ésta se incluyé al 2, 4 y 6% en las
dietas experimentales, correspondié a una dosis que iba desde 0 hasta 1.64 mg por

cada 100 g de alimento. Es asi como se obtuvieron esas bajas proporciones de
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resveratrol en cada una de las dietas. Esta baja concentracién en el alimento pudo
haber contribuido a una respuesta menor en su suplementacion.

En estudios anteriores, se ha visto que el resveratrol al ser incluida en la dieta
humana tiene funciones antioxidantes, por lo que la produccién de enzima
antioxidante disminuye ya que estabiliza la accién de las especies reactivas del
oxigeno (ROS).Ademads de tener efectos benéficos sobre la prevenciéon del cancer de
mama, cancer de proéstata, enfermedades cardiovasculares, diabetes, enfermedades
inflamatorias, entre otras (Park et al., 2014).

En ratones, se estudiaron diversos beneficios al ingerir Resveratrol en la dieta
como control de obesidad, disminucién de los riesgos a trastornos diabéticos, entre
otros (Sanchez-Fidalgo et al., 2010). Sin embargo en ese estudio las ratas ingirieron
dosis de resveratrol de 30 mg / kg de peso / dia, cantidad muy superior a lo reportado
en este trabajo (hasta el 0.375 mg / kg de peso / dia, para el tratamiento con 6% de
HU). De acuerdo a Sabater y Sabater (2010) el resveratrol presenta un posible efecto
benéfico pero establecen que las dosis en humano atin no son conocidas existiendo
-incertidumbre al respecto. Mientras que Millan-Parrilla et al. (2008) establecen que el
resveratrol no presenta efectos nocivos o téxicos para la salud en el humano.

Para llegar a la dosis estudiadas en ratas de 30 mg / kg al dia se deberfa integrar
en la dieta una concentracién de 100 veces mas harina de uva (de 0.375 mg a 30 mg)
cantidad que resulta imposible. Esto no implica que la dosis/respuesta de cualquier
compuesto sea semejante en todos los organismos, y esto lo se menciona para obtener

una visién comparativa.
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Con los resultados aqui observados se puede decir que el resveratrol no tuvo un
efecto antioxidante visible en las tilapias. Sin embargo quizas la cantidad de HU
utilizada en los diferentes tratamientos no fue la suficiente para que este componente
pudiera surtir un efecto notorio en los organismos. O bien, posiblemente el que los
organismos aqui utilizados fueran herbivoros y no tuviera el mismo efecto que el
observado en los organismos carnivoros (Oncorhynchus mykiss) utilizados en un
estudio previo a este en el 110, el cual sirvié como base para llevar a cabo el presente.

El contar con un antioxidante como aditivo alimenticio ayuda al organismo a
defenderse contra el estrés oxidativo y evita un exceso de gasto energético destinado
en la produccién de enzima antioxidante, ahorrando dicha energia, y destindndola al
crecimiento del organismo. Por lo anterior se recomienda hacer mas estudios sobre
dosis respuesta utilizando mayores cantidades de HU asi como midiendo de forma

directa el efecto oxidativo en lipidos y proteina corporales.
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VIl. Conclusiones

- El crecimiento en los organismos no se vio afectado por la inclusién de harina

de uva en las cantidades suministradas en las dietas experimentales.

- Si bien se pudo constatar que la harina de uva contenia el compuesto con el que
se deseaba trabajar (resveratrol), se observd que las cantidades adicionadas a las
dietas probablemente no fueron suficientes, ya que no se observd una clara respuesta

en la disminucidn de la actividad enzimatica de la SOD en higado y musculo.
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VIIl. Recomendaciones:

- Estudiar el efecto en organismos mdas jévenes y con mayores porcentajes de

inclusiéon de HU (resveratrol).

- Medir los efectos de los grupos reactivos del oxigeno en la oxidacién de proteina y

lipidos en tejidos de higado y musculo
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