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RESUMEN.

Por ser el sistema de glutation reductasa la defensa vital contra la peroxidacion en mamiferos, se ha empezado
a estudiar recientemente ésta en las especies acudticas. Actualmente se sabe que en el tejido muscular de
varias especies de agua dulce {carpa, bagre y mejilldn) existe actividad de glutation peroxidasa y glutation
S-transferasa. También se conoce la existencia de glutatién S-transferasa en invertebrados marinos como en el
mejillon Mytilus edulis y en la almeja Anadara granosa , pero no asi de la existencia de glutation peroxidasa
selenio dependiente en algunas especies marinas, menos aiin en camaron.,

En el presente trabajo se propone investigar actividades enzimaticas de glutation peroxidasa selenio
dependiente en misculo con cdscara, en hepatopancreas y en ojos de camaron blanco Litopenaeus vannamei.

Después de haber confirmado la existencia de glutatién peroxidasa selenio dependiente (Se-GPx) en camardn,
a través de una estancia en el CIAD AC de Hermosillo, se montd esta técnica en el Laboratorio de Maricultura
de la UANL, en colaboracidn con el CIBIN, IMSS. Este método utiliza H,O, como sustrato y s€ mantiene
constante la concentracién de glutation reducido (GSH) mediante el suministro exdgeno de la enzima
glutation reductasa (GSH red) y del NADPH, los cuales convierten el glutatién oxidado (GSSG) a su forma
reducida (GSH), midiéndose la velocidad de formacion del GSSG siguiendo la disminucion en la absorbancia
de la mezela a 340nm como NADPH que se convierte a NADP.

Se definié la distribucion de Se-GPx en diferentes tejidos de camardn vy el efecto de diferentes variables del
tratamiento de muestras antes y durante la determinacién. Para cada vaniable estudiada, se trabajo con un lote
de 4 camarones y cada cinética se hizo por triplicado. Los resultados se analizaron estadisticamente por medio
de andlisis de varianza facforiales seguidos de pruebas de comparacién miltiple de medias de Duncan
(p<0.05).

Los resultados demuestran que en camardn blanco Litopenaeus vannamei, la mayor actividad de la Se-GPx se
encuentra en el hepatopancreas, seguida por la actividad en ojo y finalmente en misculo {(con céscara).

Se demostro que si la temperatura de la muestra sube, durante la cinética, por arriba del nivel recomendado
de 25°C, los resultados cambian significativamente a partir de los 28°C, por lo que el control de la
temperatura es un factor importante que se debe monitorear.

Se mostré que la actividad de la enzima en los extractos de los tejidos analizados, conservados a 0°C,
disminuye significativamente si se almacenan por mas de 10 horas antes de ser analizados. Al analizar
extractos congelados o extractos frescos, obtenidos de hepatopancreas, ojo ¥ musculo (con cascara) frescos o
congelados, se encontrd que la actividad disminuye significativamente solo en hepatopancreas cuando los
extractos son congelados, pero no cuando se trabaja con el organo congelado. En el caso de los 0jos no hay
diferencia cuando se trabaja con el extracto congelado pero si cuando se trabaja con el érgano congelado va
que en este caso la actividad aumenta. Los resultados en muisculo (con cascara) no demostraron diferencias
significativas en ninguna de las modalidades evaluadas. Lo que indica que a una temperatura de congelacion
en hepatopancreas y en ojo persiste cterta actividad enzimética de otras enzimas que modifican la actividad o
presencia de la Se-GPx. y que por lo tanto hay que trabajar estas muestras frescas, sin congelar.



SUMMARY.

Because the glutathion reductase system is the most important defence system against peroxidation in
mammals, this system is now also being studied in aquatic species. To date. it is known that the muscle
tissues of fresh water species (carp, catfish and common mussel) also display glutathion peroxidase and
glutathion S-transferase activity. Glutathion S-transferase activity has also been shown in marine
invertebrates such as the edible mussel Mytilus edulis and the clam Anadara granosa, but selenium
dependent glutathion peroxidase has not yet been studied in many marine species and even less in shrimp.

The present work investigated the enzymatic activity of glutathion peroxidase in abdomen, hepatopancreas
and eye of the white shrimp Litopenaeus vannamei.

After having confirmed the existence of selenium dependent glutathion peroxidase (Se-GPx) in shrimp at
CIAD, Hermosillo, the technique was employed in the laboratory of the Programa Maricultura, UANL in
collaboration with CIBIN, IMSS. The method employed HyO, as substrate, while maintaining the
concentration of glutathion reductase (GSH) constant by extemmally adding the enzyme glutation reductase
{GSH red) and NADPH, which convert oxidized glutathion {(GSSG) to it’s reduced form {(GSH), and
measuring the rate of GSSG formation by monitoring the reduction in absorbance of the reaction at 340nm,
like NADPH which converts to NADP.

The distribution of Se-GPx in the different tissues of shrimp was confirmed and the effect of different
treatments of the samples before and during the determination. For each variable studied, 4 shrimp were
used and each kinetic curve determined in friplicate. The results were analysed statistically using factorial
analysis of variance followed by Duncan’s multiple comparison of the means (p <0.05).

The results showed that in the white shrimp Litopenaeus vannamei, greatest activity of Se-GPx is found in
the hepatopancreas, followed by the eye and finally the abdomen.

It was found that if the temperature of the sample was raised during the reaction to above the
recommended level of 25°C, the results changed significantly starting from 28°C, making temperature
control the most important factor to be monitored.

A further change was that enzyme activity in the tissue extracts, conserved at 0°C, reduced significantly
when they were stored for more than 10 hours before being analysed. When analysing frozen and fresh
extracts obtained from the hepatopancreas, eyes and abdomen, enzyme activity reduced significantly only
in the hepatopancreas when the extracts were frozen, but not when working with frozen whole organ. In
the case of the eyes, no difference was found when working with frozen extract, but when the frozen
whole organ was used, enzyme activity increased. Results for the abdomen did not display significant
differences between the different treatments evaluated. This indicates that when freezing the
hepatopancreas and eye, a certain activity of other enzymes persists, which modifies the activity or
presence of Se-GPx. It is therefore important to work with fresh, non-frozen samples.
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L ANTECEDENTES.

Hasta ahora se conoce el sistema de defensa con el que cuentan las células de los organismos
terrestres en contra de la produccion de radicales libres o de la peroxidacion (Yu, 1994), constando

de:

L. Sistema de defensa primario.

A Antioxidantes.

| Vitamina E.
2 Vitamina C.
3. Vitamina A,
4, Sistema Glutation.
5. Acido rico.
B. Enzimas antioxidantes.
1. Superdxidoe dismutasa.
2. Catalasa.
3. Glutation peroxidasa.
1L Sistema de defensa secundario,
A. Enzimas lipoliticas.
B. Enzimas proteoliticas.

Pero atin no se han estudiado ampliamente la existencia de éstos en organismos acudticos.

Actualmente se sabe que en el tejido muscular de peces de agua dulce existe actividad de
glutatién peroxidasa y glutation S-transferasa demostrado en carpa (George et ai., 1989), en
bagre (Gallagher et al., 1992) v en mejillén de agua dulce Sphaerium corneum (Boryslawsky) et
al., 1988).

También se conoce la existencia de glutation S-transferasa en invertebrados marinos
como en el mejilléon Mytilus edulis (Lee, 1988; Viarengo ef al., 1991; Livingstone et al., 1992) y

en almeja Anadara granosa {Patel et al., 1990).

Pero no asi de la existencia de glutatién peroxidasa selenio dependiente en éstas especies
marinas, menos ain en camaron.
Considerando la importancia que el cultivo de ésta especie ocupa dentro de la economia

del pais como generador de divisas, siendo uno de los principales productos de exportacion



(SEPESCA, 1994), y al mismo tiempo la importancia de la calidad de los alimentos balanceados
para camaron y las implicaciones sanitarias (Chamberlain, 1995 op cif) que pudieran influir en la
salud de ésta especie por deterioro lipidico en el alimento es necesario estudiar los mecanismos
de defensa con los que cuentan los camarones Peneidos, en especial Litopenaeus vannamei, ya
que conociéndolos se podrén orientar las acciones para prevenir las enfermedades y mortalidades
que pudieran afectan, de esta forma, al cultivo y repercutir en los rendimientos economicos de

éste.

I.1.  Requerimientos nutricionales.

La nutricion de peces y crusticeos se ha convertido en una de las dreas de investigacion y
desarrollo mas importante de la acuicultura. El desarrollo de un régimen de alimentacidn requiere
del entendimiento basico de la nutricion, as{ como de los requerimientos nutricionales de los

animales, que se consideran bajo los siguientes grupos de nutrientes.

I.1.1. Proteinas.,

Las proteinas se consideran como el constiluyente mas importante en las células vivas
(Tacon, 1989 op. cit.} desempeiian funciones bioldgicas en el organismo, entre las que s¢ cuenta
principalmente la regeneracién y la formacion de tejidos, sintesis de enzimas, anticuerpos y
hormonas, v como constituyente de la sangre; forman parte del tejido conectivo y muscular

(Badui, 1993), son grandes moléculas constituidas por amincacidos.



I.1.2. Aminoacidos.

Los aminoécidos (A.A.) desempefian un papel importante en el metabolismo celular, todas
las reacciones bioquimicas son catalizadas por enzimas constituidas por residuos de A.A.. Estos son
¢senciales para el metabolismo lipidico y de carbohidratos, para la sintesis de proteina tisular y de

ofros compuestos, asi como fuente metabodlica de energia (Tacon, 1993).

1.1.3. Carbohidratos,

Forman la fuente principal de energia quimica necesaria para los animales. Los
carbohidratos incluyen aziicares simples o monosacaridos, los disacaridos y polisacandos; en
estos ultimos estan los almidones, siendo la forma en que se almacenan los carbohidratos en

plantas, mientras que en los animales es en glucogeno (Akiyama, ef al. 1994).

Los peces y crustaceos no estan exentos de tomar la energia de estos componentes, ya que la
energia necesaria para un organismo depende de la etapa del ciclo biologico en la que se encuentra,
de la estacion y de las condiciones medio ambientales. Asi se tiene que un organismo necesitard mas
energia por unidad de peso en sus etapas iniciales que un adulto, al igual que la temperatura
ambiental serd un efecto determinante en la velocidad metabdlica de los organismos poiquilotermos

(Rodriguez-Marin, 1993).

I.1.4. Energia.

Las fuentes de energia de una dieta son las proteinas, los lipidos y los carbohidratos,
utilizando los organismos acudticos principalmente las proteinas como fuente de energia, por lo
que es recomendable utilizar en las dietas carbohidratos altamente digeribles para que las
proteinas sean utilizadas en el crecimiento y al mismo tiempo disminuir el costo del alimento

(Rodriguez-Marin, op. cif).
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1.1.5. Vitaminas.

Las vitaminas son compuestos organicos requeridos en cantidades traza por peces Y
crustaceos para el mantenimiento de sus procesos metabolicos. Se han identificado, hasta ahora, 15

vitaminas como indispensable, de las cuales se ha hecho una revision especial para camarén (Tacon,

1991):

Tabla 1. Requerimientos vitaminicos.
Fuente Akiyama & | Tacon, 1987 Hoffmann - Kanazawa, 1985

Yitaminas Dominy, 1989 LaRoche, 1987
Tiamina 50 mg/k 66 mg/k 30-60 mg/k | (HCI) 120 mg/k
Riboflavina 40 mg/k 20-40 mg/k 40 mg/k
Piridoxina 50 mg/k 150-250 mg/k | (HCI) 120 mg/k
Ac. pantoténico 75 mg/k 220 mg/k
Calcio pantotenato 100 mg/k
Niacina 200 mg/k
Ac. nicotinico 330 mg/fk 150 mg/k
Biotina 1 mg/k 0.54 mg/k 0.8-1.5 mg/k 1 mg/k
Inositol 300mg/k| 1,500 mg/k 400-600 mg/k 4,000 mg/k
Colina 400 mg/k| 2,400 mg/k 400-600 mg/k
Cloruro de colina 1,200 mg/k
Ac. félico 10 mg/k 12 mg/k 10-15 mg/k 5 mg/k
Cianccobalamina 0.1 mg/k| 0.084 mg/k 0.02-0.05 mg/k 0.02 mg/k
Vitamina C 100 mg/k | 1,500 mg/k| 2,000-3,000 mg/k| (A.S.) 5,000 mg/k
Vitamina A 10,0001U/%{ 8,000 JU/k| 4,000-10,000 [U/k 5,000 TU/k
Vitamina D; 5,0001U/K| 2400IU/k| 4,000-2,000 IU/Kk 1,000 1U/k
Vitamina E 300 mg/k 240 mg/k 100-200 mg/k 200 mg/k
Vitamina K 5 mg/k 10 mg/k 40-100 mg/k 40 mg/k




I.1.6. Minerales.

Una gran cantidad de minerales sirven como componentes estructurales en los tejidos
duros, como los huesos, y como compenentes de otros tejidos, como es ¢l caso del azufre en las
proteinas. También se han visto como componentes en las metaloproteinas y sirven como
cofactor y/o activador de una gran variedad de enzimas; la mayoria de los minerales solubles,
como el calcio, fosforo, sodio, potasio y el cloro funcionan en la osmo-regulacién, en el balance

acido-basico y en la produccién de membranas potenciales (Davis and Gatlin III, 1991 op cif).

Davis y Gatlin III (op. cit) realizaron una revision bibliografica de lo que se ha hecho
hasta ahora para saber los requerimientos minerales de organismos con interés en acuacultura, de

los cuales solo destacaremos los relacionados a la camaronicultura:

Tabla2. Requerimientos minerales.

Suplementacion Nivel de
Mineral Especie r corgen dada g/100 suplementacion Referencia
¢ £ | evaluado g/100g
Calcio | P. japonicus Indispensable 0,1,2 Deshimaru & Yone, 1978
0.024, 039, 1.20,|. . .
1.2 1.99,2.20 Kitabayashi et al., 1971
1.0,2.0 0.53,1.06, 2.11 Kanazawa ef al., 1984
) . 0, 1,2, 3, 4con0,
L.. vannamei Indispensable 05,y 1.2% de P
Fosforo | P. japonicus 2.0 0,1,2,3,4 Deshimaru & Yone, 1978

1.1.7. Lipidos.

La palabra lipido proviene del griego /ipos, que significa grasa y cuya aplicaciéon no ha
sido establecida correctamente, originalmente se definia como “una sustancia insoluble en agua
pero soluble en disolventes organicos™; en la tabla 3se observa la clasificacion existente hasta

ahora de los lipidos.



Tabla 3.

Clasificacion de los lipidos.

Clasificacitn Nombre
Lipidos simples | Grasas y aceites | Esteres de glicerol con 4cidos monocarboxilicos.
Ceras Esteres de alcoholes monohidroxilados y acidos grasos.
Lipidos F .. Esteres contenuiendo acido fosforico en ves de dcido
osfolipidos . Iy
COMPUEStOs graso, combinado con una base de nitrégeno.
< - Compuestos de carbohidratos, 4cidos grasos vy
Glucolipidos esfingosinol, llamados también cercbrosidos
Lipoproteinas Compuestos de lipidos y proteinas
Compuestos Acidos grasos Derivados de los lipidos simples
asociados
Pigmentos
Vitaminas
liposolubles
Esteroles
Hidrocarburos

Li1.7.1. Rolde los lipidos.

Los lipidos constituyen un concentrado y fuente altamente digestible de energia, son una
fuente de acidos grasos esenciales necesarios para el crecimiento y sobrevivencia de todos los
animales, sirven como acarreadores de vitaminas liposolubles y de otros compuestos como los
esteroles y fosfolipidos, los cuales son esenciales para el funcionamiento metabolico normal en
los camarones. La funcion de los acidos grasos estd relacionada con su rol como componentes en
los fosfolipidos y como precursores de las prostaglandinas (Kanazawa, 1984; Akiyama ef af.,
1991).

Los efectos benéficos de los fosfolipidos en el crecimiento y la sobrevivencia del camaron

estan bien documentadas (Cruz Sudrez ef al., 1992).

L1.7.2. Requerimientos lipidicos en organismos acudticos.

Estudios conducidos durante las dos tltimas décadas han demostrade que el
requerimiento de dcidos grasos esenciales varia entre las diferentes especies de organmsmos
acuaticos y que difiere de aquel de los animales de sangre caliente. El requerimiento de acidos
grasos esenclales probablemente esta estudiado en forma mas extensa en la trucha arco iris

(Onchorynchus mikiss). Se ha demostrado que los dcidos grasos w3 son nutritivamente esenciales



y que el requerimiento puede ser satisfecho cuando la dicta contiene 0.5-10% de los lipidos en
forma de acidos grasos w3 de cadena larga contenidos en la harina y / o el aceite de pescado. En
el langostino (Macrobrachium rosenbergii) se ha demostrado que sus requerimientos de ®3 se

satisfacen mejor por los acidos @3 contenidos en lipidos de pescado que por el acido a-linolénico

(Opstvedt, 1985).

Estos organismos tienen una capacidad metabdlica limitada para poder realizar una
elongacion de cadenas y desaturacion del acido a—linolénico para transformarlos en acidos grasos

poli-insaturados de cadena larga (Kanazawa, 1984 op cif).

L11.7.3. Oxidacion lipidica en los alimentos.

Todos los acidos grasos poli-insaturados tienen una estructura en comun, la presencia de una
doble ligadura, particularmente activa con las especies quimicas con uno o mds electrones
impariados (radicales libres). Por lo que el radical lipido es formado al reaccionar con el oxigeno
molecular primero, y después se dara una serie de reacciones que daran como resultado la ruptura de
la estructura de los acidos grasos poli-insaturados, A estas reacciones secuenciales se les conoce

como peroxidacién lipidica (Horton and Fairhurst, 1987)

Posible mecanismo de oxidacion lipidica.
Labuza, 1971. Kinetics of lipid oxidation in foods. CRC. Vol. 2 [ssue 3

Oxaacion lipidzca
Amdos grasos Insahurados ¢ trighceridos.
— 1
Radicales hbwes
¢ \ Oidacion de prgmentos,
sabores y vianumsg
+ Oxigeno

/ Hepetos \
¢ Insolulrlizacion de proteinas

Productis de rorure Polmenzamon

(Incluye rancides de compuesios

sin sabor} como quetonas alcoboles (Cedor oscuro)

hrdrocarbonos, andas, epoades et

{Pesible woxcadad)

Esquema 1. Mecanismo de oxidacion.
En los alimentos la oxidacién de lipidos es sumamente complicada por la presencia de
metales, amino dcidos y proteinas con los cuales s¢ encuentran los lipidos en conjuncién (Tabuza,
1971).



Durante el proceso de auto-oxidacion lipidica se forman productos de degradacion quimica
incluyendo radicales libres, peréxidos, hidroperdxidos, aldehidos y cetonas, los cuales reaccionan
con otros ingredientes de las dietas disminuyendo su valor biolégico y disponibilidad durante la
ingestion. Bajo esas condiciones el beneficio nutricional es, de hecho, perjudicial a la salud (Tacon,

1989).

L1.7.4. Quimica de la peroxidacicn lipidica.

De forma simplificada, la peroxidacién lipidica ¢s denominada como de iniciacién, de

propagacion y de terminacion (Horton and Fairhurst, 1987)

Iniciacion  RH R-+H Radical Libre
Propagacion R + O, ROO Radical Hidroperoxido
ROO +RH R + ROOH Hidroperéxido
Terminacion R~ +R RR Compuestos muy estables
R~ +ROO ROOR
ROO +ROO ROOR + O
RO +R ROR
2RO +2RO0O 2RO0R + 0,

Esquema 2.  Peroxidacion lipidica.

En donde la etapa de iniciacion es la reaccion de los acidos grasos poli-insaturados con los
radicales libres reactivos para formar el radical lipido, de reaccionar con una molécula de oxigeno,

formard un radical peroxilipido.

Durante la propagacion se da la reaccién del radical peroxilipido con otro acido graso poli-
insaturado dandose un hidroperdxido lipido y un radical lipido, conservandose el nimero de

radicales.

Y en la terminacion se da la remocion de los radicales libres, combinandose dos radicales

libres y come producto se obtiene un no radical, terminando asi la reaccion en cadena.



o~ __~ AGP-1(cadena lipidica)
«+—— X' Radical libre reactivo
XH

jf—— 02' .
(0-0)

T NN TN

0\0‘ Radical hidroperdxido

«—AGPI (lipido LH)

Radical lipido (L)

—
/\J)/\ Hidroperdxide lipido
OH

Esquema 3. Hidroperoxidacién.

Tabla4. Caracteristicas de los radicales libres (Adaptado de Yu, 1994).

Especie 3::];23:2 Propiedades Vld::lgl;(;rgedlo
Superoxido, anidn QO Buen reductante, pobre oxidante. 1x10°
Hidroxil, radical HO- Extremadamente reactivo (reacciones de adicidn, 1x10”
abstraccion y transferencia de electrones)

Perhidroxil, radical HO,* | Oxidante muy fuerte y tan soluble en lipidos como el
superéxido. Probablemente inicia la peroxidacion
lipidica

Peroxil, radical ROO= |Habilidad de oxidacion baja, comparada con HO», 1x10™
pero de facil difusién

Alcoxil, radical RO= Intermediario en la reaccidn de los lipidos entre 1x10°
ROO=y HO=

Peroxido de H;O, [Oxidante, pero reacciona con sustratos organicos.

hidrogeno Alta capacidad de difusién

Oxigeno, singlete 'O, Aggnte con gran poder de oxidacién con tiempo de 1x10°
107 s

Oxigeno molecular 0, > 10°




L1.7.5. Proteccion contra la peroxidacion lipidica.

1.1.7.5.1. Sistemas de defensa.
Tabla 5. Defensa celular.
Categoria
Sistema Estructura Sitio Acciones
imati
Superdxido CwZn SOD En el citosol como en el | -\ 1i- dismutacion de O,* a HyO,
dismutasa nlcleo
n SOD En mitocondria
Cu SOD En plasma
Catalasa Hemoproteina En los peroxisomes Cataliza Ia dismutacién de H,O;, reduce
atalas tetrarnérica 1108 p los hidroperdxidos metil y etil.
GSH, ciclo redox
En  citosol o en Cataliza la reduccuon de H,Oy y otros
GSH peroxidasa | Selenoproteina mitoc‘(;::n(c)ii(i)a com hidroperéxidos  (peréxidos  lipidos,

productos de lipoxigenasas).

GSH reductasa

Proteina dimérica

En el citosol como en
mitocondria

Cataliza la teduccion de moléculas
disulfito de bajo peso molecular

extracelulares,

Compuestos
liposolubles
Membranas lipidicas, | Convierte O™, *OH y radicales lipidos
Vitamina E Vitamina livososuble fluidos  extracelulares | peroxil a formas menos reactivas. Rompe
! P (incluyendo los|las cadenas de reaccion de la
alvéolos). peroxidacién lipidica.
Precursor metabdélico .\ Remueve O;*, reacciona directamente
p-Caroteno de Vit. A Membranas de tejido. con radicales peroxil.
e Product.o de .. , Rompe cadenas antioxidants. Reacciona
Bilirubina catabolismo de Tejido sanguineo &
) con ROO
hemoproteinas
Compuestos
| hidrosolubles,
. P, i ¥ *OH.
Amplia disribucion | (VR EERIENE L ettt
Vitamina C Vitamina hidrosoluble | fluidos intra y

estimulados. Contribuye a la
regeneracion de Vit E.

Acido arico

Base purina oxidada

Amplia distribucion

Remueve OH*, O;™*, oxidantes oxoheme
y radicales peroxil. Previene la oxidacién
de Vit C. Liga metales en transicidn.

Glucosa Carbohidrato Amplia distribucion Remueve *OH.
Reduce varics componentes organicos
Cisteina Amino acido Amplia distribucion por donacién de electrones de grupos
sulfidrijos.
o Intracelutar como Como sustrato en ¢l ciclo redox de GSH,
GSH Tripéptido alveolar reacciona directamente con O;* *QH y

radicales libres orgdnicos.

(Major antioxidants scavening components, Cellular defence against damage from reactive oxygen species. Yu,

1994)
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Introduccion.

L¥ LOO*,02%, 03*, NO2*

R-CH=CH-CH2-R 02 E‘
OH" + OH* R-CH-CH-CH*-R ——R-CH=CH-CH-R
A (Vit. E)  Radical PUFA Radical lipido pgroxy
HOZ2*, H20

02- , Metahemoglobina (Fe3+) NADH LH
Vit E
N

02 ™ Hemoglobina (Fe2+) AD* L* -OH

Catalasa R-CH=CH-CH=R
H,0-aH,0;7 ", 2GSH™ " NADP*\/— Glucosa-6-fosfato *
sSOD 0, GSH PX GSH Rd C-6-P DH *
2H" O, * 2HZOJ\GSSCV/\NADPH/'\G-fnsfoglutanato *

* OH

f é R-CH=CH-CH-R

0, Alcohol PUFA

Esquema4. Defensa celular
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II.  HIPOTESIS.

Los camarones peneidos cuentan con sistemas de defensa contra radicales libres, dentro de los

cuales se debe de encontrar la enzima glutation peroxidasa selenio dependiente (Se-GPx)

IIl. OBJETIVO GENERAL.

Determinar la presencia de la enzima glutatién peroxidasa selenio dependiente en érganos de
camardn blanco (Litopenaeus vannamei, Bonne) y variaciones de su actividad en funcion de

factores metodolégicos y nutricionales.

IIL.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Demostrar la existencia de la enzima glutation peroxidasa selenio dependientc en érganos de
camardn blanco (Litopenaeus vannamei, Bonne) a través de la cinética de formacion de GSSG,
siguiendo la disminucion de la absorbancia de NADPH transformado a NADP usando como

sustrato IH,0;.

Determinar la actividad de la enzima glutation peroxidasa selenio dependiente en drganos de
camaron blanco (Litopenaeus vannamei, Bonne) en funcion de:

1.1. Temperatura durante la cinética enzimatica (25°, 28°, 30° y 35°C)

1.2. Tiempo de conservacidn del extracto fresco a 0°C

1.3. Congelacion del extracto enzimatice o de la muestra.

Evaluar si existen fluctuaciones en la actividad de la enzima glutation peroxidasa selenio
dependiente en camardn blanco (Litopenaeus vannamei, Bonne) alimentado con dietas

conteniendo harinas de pescado con diferentes grados de oxidacion.
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IV. METODOS.

Meétodo propuesto por Massey & Williams (1965) para la determinacién de la actividad en la

enzima glutation reductasa (Sigma, G-4751, type 11T highly purified from yeast).

Método propuesto por Paglia & Valentine (1967) modificado por Lawrence et al. (1974) para la

determinacion de la actividad en la enzima glutatién peroxidasa selenio dependiente.

Método propuesto por Lowry (1951) para la determinacién de proteina soluble total.

V.  METODOLOGIA.

Con el motivo de montar la técnica para la Determinacion de Glutation Peroxidasa
Selenio Dependiente (Se-GI’x) en el laboratorio de Maricultura de ésta institucion, se realizé una
estancia de capacitacion bajo la supervisién de la Dra. Jane Wyatt y la M. C. Juana Ma. Meléndez
en el laboratorio de Minerales del departamento de Nutricion Humana del Centro de

Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C. (CIAD, AC) de Hermosillo, Sonora; México

V.1. Capacitaciéon en el CIAD, AC de Hermosillo Sonora.

Se analizaron muestras de plasma humano, sangre total humana y eritrocitos de borrego,
provenientes de otros estudios por lo que eran muestras congeladas y con las cuales se acostumbra
trabajar en el laboratorio de Nutricion Humana del CIAD, AC. para poder tener una referencia, y

comprobar la repreductibilidad de las cinéticas enzimaticas se utilizé extracto fresco de higado de

rata.

Se tomaron como referencia trabajos coordinados por el Dr. Roger A. Sunde (Department
of Human Nutrition, University of Missouri; Columbia Missouri 65211. U.S.A.), los cuales

realizé con higado de rata asi como la experiencia de trabajos previos en el CIAD, AC.
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Se utiliz6 una rata hembra anestesiada con éter para extraerle el higado, el cual fue
enjuagado con tres cambios de KCI 0.15M en frio para eliminar los eritrocitos, se realizdé un

cuarto enjuague en agua destilada.

Por cada 0.5 g, ¢l higado fue homogenizado en 9 volimenes de buffer de sucrosa 0.25 M
conteniendo EDTA 0.25 mM

Una vez dominada la técnica en éstas muestras, se realizé un preliminar en camarones,
donados por el Dr. Holdsmith del ITESM Campus Guaymas en Sonora; con un pesc promedio de

11g. Se analizaron musculo {con céscara}, hepatopancreas y hepatopancreas + ojo.

En el caso del camarén, no se enjuagd en KCl 0.15M. El hepatopancreas y el masculo
(con cascara) fueron obtenidos como se describe en la seccion V.2.2.1.  Diseccion del material
bioldgico, en cuanto a los ojos éstos fueron cortado en su base; los homogenizados se practicaron

igual que con el higado, por cada 0.5g : 9vol de buffer.

Los homogenizados se realizaron en el laboratorio de Tecnologia de los Alimentos de

Origen Animal.

Cada homogenizado fue pasado a tubos de centrifugacion de policarbonato con capacidad
de 50ml, se pesaron en una balanza analitica electrénica de precisién marca A & B, limited
Tokyo Japan para igualar en peso su contraparte con agua. Se centrifugaron por 20min a 7,740xg
a 4°C en una centrifuga marca Beckman J2-MI roior JA-20. Este paso se llevo a cabo en el

laboratorio de Ciencia de los Alimentos.

En el laboratorio de Nutricion se ultracentrifugd en una maquina Beckman Optima™ TLX

totor TLA-100.2 a 17,000xg por 1h a 4°C, teniendo extremo cuidado al igualar pesos.

Se determing la actividad de la enzima glutatiéon reductasa por el método de Massey &
Williams (1965), ya que esta es necesaria en la determinacién de la enzima glutatién peroxidasa.
Se utilizé un espectrofotdmetro UV/VIS (CARY 1, Varian Techtron PTY LTD for Varian

Associates. Inc. Mulgrave. Victoria Australia). No fue necesario hacer la reaccion de blanco, ya
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que la reaccion no enzimética de GSSG y NADPH es cero. La enzima fue almacenada pura a 4°C

y utilizada en diluciones de 10UE/ml

Para la determinacién de Se-GPx se corrié el método de Paglia & Valentine (1967)
modificado por Lawrence et al. (1974). Se llevaron a cabo lecturas de blancos, cada 4-5 cinéticas,
teniendo especial cuidado en que éstas empezaran con una absorbancia de 0.6-0.7 y que las
pendientes fueran de 0.010-0.018. De no ser asi, el NADPH o la GSH-Rx se hacian nuevamente.

Las incubaciones se hicieron a 25°C por 5min, las cinéticas se corrieron por 3min a 25°C y un

pH7.

Cada Unidad Enzimética es definida como 1pmol de NADPH oxidado por minuto con un

coeficiente de extincién molar de 6.22x10°.

En la capacitacién los resultados se obtuvieron en UE/ml, ya que no se determinaron los

miligramos de proteina de los extractos,

Todos los reactivos fueron provenientes de SIGMA (SIGMA Chemical Co. St. Louis, Mo.
63178, USA).

V.2. Laboratorio de Maricultura, FCB UANL,; habilitacion.

Para montar la técnica en el laboratoric de Maricultura se compraron los reactivos

(SIGMA Chemical Co. St. Lows, Mo. 63178, USA) y material de laboratorio necesarios.

V.2.1. Preparacion de reactivos y biiferes.

Los buferes fueron realizados como marca la técnica (anexos 1, 2, 3 y 4), se utilizé agua
destilada deionizada, se pesaron todos los reactivos en una balanza electrénica digital de
precisioén (A & B, limited Tokyo Japan) modelo ER-182A con resolucion de 0.01/0.1g, fueron
preparados en matraces de aforacion de vidrio Pyrex®, se mantuvicron en agitacion constante
hasta su disolucion en una estufa de agitacion Cimarec™ (Barnstead/Thermolyne Corporation,

Dubugue, Iowa 52004-0797 U.S.A.) modelo SP46925, el pH se midié con un potencidometro
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ORION (Laboratoty Products Division Orion Researche Incorporated, Boston Ma. 02129 U.S.A)
modelo 720A.

Cada uno fue guardado en botes Nalgene® (Brand Products, Nalgene Company, a
Subsidiary of Sybron Corporation; Rochester, New York 14602-0365 USA) de 150, 250 y

1,000ml, dependiendo de la cantidad preparada. Se almacenaron en refrigeracion a 0°C.

En algunos casos fueron almacenados en congelacion a —20°C en un congelador
Frigidaire® (Withe Consolidate Ind. Cleveland OH 44111 U.S.A., CF 25EWQ) modelo R134A

en alicuotas, utilizando viales Kimble (Div. of 0-1, modelo 60915-D) de 1dram y en otros casos

fubos de microcentrifugacion de 1ml marca Eppendorf.

La enzima ghuiation reductasa (Sigma, G-4751, type III highly purified from yeast)
suspendida en (NH4);SO4 3.6M fue dializada por 24h a 4°C con dos cambios de buffer de fosfato
de sodio 5SmM, pH 7.6 y 1Immol de EDTA para eliminar el (NH4)»SO4 3.6M y obtener asi la
enzima pura. La dialisis se realizd con agitacion constante y la membrana utilizada con poro de
12,000-14,000 Da (VWR Scientific Spectrum Medical Industries, Inc. 1,100 Rankin Road,

Huston Texas). La enzima purificada fue guardada en su mismo frasco dmbar en refrigeracién a
4°C.

V.2.2. Material biolégico

El material bioldgico y las dietas fueron proporcionados y utilizados por el Ing. Pesq.
Montafio en un bioensayo de crecimiento y digestibilidad de harinas de subproductos de atin con
diferentes grados de oxidacion en camardn blanco Litopenaeus vannamei, el cual fue llevado a
cabo en la sala de Zootecnia del programa Maricultura, ubicado en el edificio B de la Facultad de

Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Las instalaciones cuentan con un circuito cerrado (recirculacion del agua); consta de 48
acuarios de fibra de vidrio que miden 60x30x35cms con una capacidad de 60lt cada uno; cada
acuario tiene doble fondo cubierto con tela de gasa, y esta abastecido por aire y agua marina
artificial la cual es renovada 9 veces al dia. También se cuenta con 3 tanques de aclimatacién y/o

preengorda, con dimensiones de 1.4x1.5x0.4mt con un capacidad de 500lt. en donde se continué
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alimentando ad libitum con las mismas dietas a los organismos en encicrros de 20x40x50cms

realizados en poliestireno extruido.

Cuenta ademds, con 5 tanques de 1,500 It, 3 son colectores y 2 de almacenamiento que,
por gravedad, abastecen de¢ agua a los acuarios. Cada tanque de almacenamiento estd equipado
con un contactor bioldgico rotatorio para oxidar el amonio y materia organica soluble presente en
el sistema. La sala esta equipada ademas con 2 filtros de cartucho, 2 filtros de carbén activado v 2
espumadores. Para mantener la temperatura constante se tiene un sisterna cerrado de agua dulce e

intercambiador de calor en los tanques reservorios.

Los acuarios cuentan con un sistema de aireacién Airlift alimentado por una bomba de
aire. Se dispone de todo el material y equipo necesario para determinar la calidad del agua como
son: potencidémetro, oximeiro, refractémetro y Kit colorimétrico Aquarium System® para la

determinacion de amonio, niiritos y nitratos.

De las cinco dietas utilizadas por ¢! Ing. Pesq. Montafio en su trabajo de investigacién y
tesis, solo se ocuparon cuatro las cuales fueron: Dieta Base (control negativo), Dieta Tepual
{(HPCH, control externo positivo), Dieta Medianamente Oxidada (HSAMO) y Dieta Altamente
Oxidada (HSAAQ) preparadas como se indica en la siguiente tabla,

Tabla 6. Composicion de las Dietas Experimentales

. Dieta Dieta Dieta Dieta
Ingredientes Base _|HPCH _|HSAMO | HSAAO
Harina de trigo 45.020 38.422 36.446 35.838
Gluten de trigo 10,030 8.000 8.000 8.000
Pasta de soya 29196 23.270 23270 23270
Lecitina (F 100 Central Sava) 9.074 6.802 7.151 7232
Mezcla vitaminica (INVE) 1.267 1.010 1.010 1.010
Metionina 0.031 0.027 0.025
Antioxidante 0.031 0.026 0.023 0.025
Solvay (INVE 1) 0.313 0.250 0.250 0.250
Harina de camarén (Tepual Chile) 5.018 4.000 4.000 4.000
Tepual composito 3 18.220
Harina de Sub-p de Atin Mediana Oxid 19 820
Harina de Sub-p de Atin Mediana Oxid 20.300

Total | 100.000 | 100.000 100 000 100.000

* Para estabilizar las dietas se agregaron 2350 mg /Kg de ETQ, que es la cantidad utilizada por la Fundacidn Chile en sus Harinas
de pescado.
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V.2.2.1. Diseccion del material bioldgico.

Los camarones fueron disectados para obtener los extractos;

QOjo: se hizo una incisién longitudinal en la base del pedinculo ocular derecho hasta llegar al
izquierdo, se practicd el mismo corte bajo el rostrum o parte superior del pedunculo ocular,
finalizando con una incisién del primero al segundo corte. Obteniendo asi no solo 0jo y base

peduncular, sino también la conexidn entre ambos pedinculos.

Hepatopancreas: la extraccion de este 6rgano se hizo tomando al animal por la parte ventral de
tal forma que la parte dorsal queda expuesta. Para después cortar cada carapacho por su parte
media desde el primer segmento abdominal hacia las anténulas flagelares, cortando al mismo

tiempo las branquias. El carapacho fue levantado cuidadosamente dejando ver el hepatopancreas

para extirparlo.

Misculo (con edseara): Se cortd lateralmente en el primer segmento abdominal para separar la

cabeza del misculo (con cascara).

V.2.3. Obtencién de los homogenizades.

Los organismos fueron pesados en una balanza electronica (OHAUS Corporation, modelo
TS5400 con resolucidn de 0.001/0.01g) y trasladados vivos en hielera de 10x20x10ms con agua
marina artificial a el CIBIN, IMSS.

BITACORA

Esquema 5. Obtencidn de datos de los organismos.
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En el preliminar' cada 0.5g de muestra se homogenizaba en 9 volimenes de buffer de

sucrosa 0.25M y EDTA 0.25mM, reportando los resultados de la Se-GPx en UE/mg prot.

Desde pesar cada muestra hasta obtener los extractos enzimaticos se requerian de 5-6h, el
pesar las muesiras es para mantener siempre una misma dilucion, pero este dato no interviene

numéricamente en ninguna operacioén matematica, por lo que se eliminé ¢l pesar y homogenizar

en 9 vol cada 0.5g de muestra.

A partir de lo cual, el obtener cada extracto enzimdtico tardaba 4h apreximadamente.

Esquema 6. Obtencion de los homogenizados.

A los tubos Pyrex® de 25x200mm utilizados para homogenizar se les adicionaba buffer
de sucrosa 0.25 M y EDTA 0.25 mM a un volumen adecuado, segun la muestra, procurando

fuese €]l mismo para cada tipo de muestra y se mantenian en hielo molido.

' Se hicieron varios prefiminares con higado de rata hembra de 1a raza Sprague dawley, donadas por el MVZ Gerardo, encargado
el Bioterio del CIBIN, se anestesiaron las ratas con eter etilico, y la técnica de prefusién de higado con clerure de sodio al 0.9%
para obtener el higado libre de eritrocitos. Estos preliminares fueron infructuosos por varios errores {principalmente de
temperatura y calibracion de las micropipetas). y por ser mds factible el conseguir camarén vivo (area de zootecnia de
Maricultura), se continuaron los preliminares con estos.
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(ada o6rgano disectado era introducido en los tubos de homogenizacion y mantenidos en

hielo molido.

Se llevaron a cabo dos tipos de homogenizados:

e colectivoe

o individual

Los homogenizados colectivos se utilizaron para determinar los efectos tiempo,
temperatura y congelado, en estos se utilizaron cuatro muestras de cada 0rgano por tubo; mientras

que ¢n los individuales era érgano por tubo y estos se utilizaron en la determinacion del efecto

dieta.

Las homogenizaciones se llevaron a cabo en {rio en un homogenizador de tejido (Bio-
mixter™ Tempest Virtishear modelo 37600) con accesorio moledor macrofino (H3495-16),
empezando en la velocidad 1 hasta la 6 por 40-60seg dependiendo del organo y tipo de

homogenizado.,

V.2.4. Obtencion de los extractos enziméiticos.

Cada homogenizado fue pasado a tubos de centrifugacion de policarbonato con capacidad
de 50ml, se igualaron pesos en una balanza mecanica (OHAUS Corporation, Harvard Trip®
modelo 1450S0O*RS) con el buffer de sucrosa 0.25M y EDTA 0.25mM. Se centrifugaron por
20min a 7.800xg a 4°C (DAMON/IEC DIVISION, modelo B-20A rotor 7/76).
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Esquema 7. QObtencion de los extractos.

Se ultracentrifugé el extracto total a 17,000xg por 1h a 4°C (DAMON / [EC DIVISION,
modelo B-60), teniendo cuidado al igualar pesos. Los extractos fueron traspasados a tubos de
microcentrifugacion de 1ml marca Eppendorf asi como en viales de crio-conservacion Nalgene®
(Brand Products, Nalgene Company, a Subsidiary of Sybron Corp.; Rochester, N. Y. 14602-0365

USA) y mantenidos en hielo molido.

V.2.4.1. Conservacion de los extractos.

En el estudio de los efectos tiempo v temperatura se utilizaron homogenizados colectivos
y los extractos frescos; éstos se resguardaron en una pequerfia hielera con hielo molido hasta
llegar al laboratoric de Maricultwra de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, en donde se

mantuvieron en refrigeracion a 0°C.

Para el efecto congelacidn, al disectar los 6rganos la mitad lateral de estos se mantuvo en
hielo carbdnico a -54°C, denominando asi a los extractos como de drgano fresco extracto fresco
(OFExF) y de drgano congelado extracto fresco (OCEXF); al momento de obtener los OFExF, se
guardé la mitad de los extractos a -54°C llaméandoseles organo fresco extracto congelado
(OFExC) como se muestra en el esquema 8. Para la determinacion de proieina se almacenaron los
extractos a -70°C en un ultracongelador (Fridge Ultralow Revco Scientific, Inc.) modelo
ULT1386-3-A14.
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OBTENCION DEL OFExF

EXTRACTO ‘_l

HIELO

—_—

2ol @ o2

OFExC

OCExF

Esquema 8. Congelacion.

V.2.5. Cinéticas enzimaticas

Se determind la actividad de la enzima glutation reductasa por el método de Massey &

Williams (1965), ya que esta es necesaria en la determinacion de la enzima glutatiéon peroxidasa.

Se utilizé un espectrofotémetro UV/VIS (Beckman Instruments, Inc. modelo DUJ-650).
No fue necesario hacer la reaccidon de blanco, ya que la reaccidon no enzimatica de GSSG vy
NADPH es cero. La enzima fue almacenada pura a 2°C (refrigerador casero marca Kelvinator)

para ser utilizada en diluciones de 10UE/ml

Para la determinaciéon de Se-GPx se corrié el método de Paglia & Valentine (1967)
modificado por Lawrence et al. (1974).En el cual se usa HyO, como sustrato manteniendo
constante la concentraciéon de glutation reducido (GSH) mediante el suministro exégeno de la
enzima glutatién reductasa (GSH-Rx} y del NADPH, los cuales convierten el glutation oxidado
(GSSG) a su forma reducida (GSH). Se mide la velocidad de formacion de GSSG siguiendo la

disminucion de la absorbancia de la mezcla a 340nm como NADPH transformado a NADP.
Se llevaron a cabo lecturas de blancos cada 4-5 cinéticas, teniendo especial cuidado en

que éstas empezaran con una absorbancia de 0.6-0.7 y que las pendientes fueran de 0.010-0.018.

De no ser asi, el NADPH o la GSH-Rx se hacian nuevamente
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Las incubaciones se hicieron en bafio maria a 25°C por 5min con movimiento de 20-
30ciclos/min (Reciprocal Water Bath Shaker, Shark-R-Bath™ modelo 3582; Lab-line®
Instruments Inc. Melrose Park 11 60160-1491 U.S.A.). Las cinéticas se realizaron en una cubeta
de cuarzo, con capacidad de 1ml, de lem de longitud y 3mm de ancho, por 3min a 25°C con un
controlador de temperatura (Beckman Intruments, Inc.) y un pH7. Los datos fueron registrados en

impresora mafricial (Action Printer 4,000).

Cada Unidad Enzimética es definida como 1pumol de GSH oxidado por minuto usando un
coeficiente de extinciéon molar de 6.22x10° para NADPH y una estequiometria de reaccion de 2
moles de GSH formado por mol de NADPH oxidado. Las unidades enziméticas se reportan

referidas a miligramos de proteina (UE/mg prot)

V.2.6. Determinacion de proteina.

Para la determinacién de proteina se utilizd el método de Lowry (1951) modificado

(anexo 5) cuyo rango de determinacidn es de 1-1,500pg/ml.

Esta basado en la reduccién de Cu™ a Cu' a 750nm en la presencia de proteina. En donde
el reactivo de biuret quela el ion Cu” a una forma compleja. El reactivo de Folin & Ciocalteu es

para mejorar la formacion del color azul

Las reacciones se llevaron en viales Kimble (Div. of 0-1 modelo 60915-D) de 1dram; se

utilizé un Vortex Mixer (Maxi Mix II type 37600 Barnstead/Thermolyne) para tener un mezclado

VIgoroso.

V.2.7. Analisis estadisticos,

Los datos registrados {en impresora matricial Action Printer 4,000) de las pendientes de
los blancos y de los extractos en la determinacién de Se-GPx y sus valores de proteina soluble
total fueron capturados en hoja de calculo (Microsoft Excel® for Windows version 5.0) para ser

utilizados bajo las siguientes ecuaciones:
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Para las UE/ml

UE/ml = (factor de dilucién) * (factor de concentracion) * (Assgnm) * 2

Reportando como  UFE/ml = nmoles de GSHox/min/ml

Para las UE/mg prot

v %)
Alg prof (mg pr% l)
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VI. RESULTADOS.

El método de Paglia & Valentine (1964), modificado por Lawrence ef al (1974) refiere
llevar a cabo las cinéticas enzimdticas a 25°C, pero no menciona un rango de confianza dentro
del cual se puedan realizar éstas lecturas; aun contando con un controlador de temperatura en el

espectrofotometro ésta alcanzo a ser cercana a 28°C.

Por lo que se llevaron a cabo cinéticas de los extractos de oOrganos a diferentes
temperaturas, pero la incubacion previa siempre fue a 25°C.
VL1. Efecto temperatura.

En la grafica 1 se observa el comportamiento de cada extracto para las diferentes
temperaturas en que se corrieron las cinéticas enzimaticas, los valores mas altos se encuentran
para el hepatopéncreas, siendo muy parecidos los extractos de 0jo y musculo (con cascara).

Se realizd un andlisis bifactorial de 2 vias, reportado en la tabla 7, que nos demuestra que

hay diferencias altamente significativas entre los extractos y entre temperaturas, asi como en su

interaccion.

Tabla 7. Factorial efecto temperatura.

Probabilidad
Entre efectos 0.000
Extractos 0.000
Temperatura 0.005
Interaccion Ext-T°C 0.024

25



@ 25°
mas
0 30°
35

Ojo Hepato Musculo

Gréfica 1. Efecto de la temperatura sobre los extractos

35 —
30 3]
25
20 -
15
10

L]

Ojo

Gréfica 2. Efecto de la temperatura sobre ¢l extracto ojo

Hepato

Grafica 3. Efecto de la temperatura sobre el extracto hepatopancreas



Grafica 4.

P

Musculo

B3 25°
| 28°
0300
0 3s°

Efecto de la temperatura sobre el extracto muisculo

Analizando por separado cada extracto, como se muestra en la tabla 8, tenemos que en el

extracto 0jo no hay diferencia significativa para llevar a cabo las lecturas a cualquier temperatura

(grafica 2), a 30°C se tiene una desviacidon estindar mas amplia que para el resto de las

temperaturas.
Tabla 8. Efecto de la temperatura por extracto.
T°C
25°C 28°C 30°C 350C ANOVA

Extracto
Ojc 71964 56 (24)a | 1607 £4.1(9)a| 2234 L83(9a | 2165:44(3)a | 0.0792
Hepatopancreas | 38.01 = 7.0 (21) ab | 34.52£3.0 (9)b | 4129 = 6.6 (9) ab | 44.70% 6.5 (3)a | 0.0528
Musculo 17.87+24(21)b |2248+44(9)a| 227259 (6)a | 2502+1.0(3)a | 0.0009
{con cascara)

Los resultados estdn dados en UE/mg proteina.
Los valores entre paréntesis () son ¢l mimero de replicados.
Las [etras en negritas definen los subgrupos homogéneos (P = 0.05).

En el extracto hepatopancreas (gréfica 3), las desviaciones estandares son muy parecidas

para cada caso, excepto a 28°C en donde la desviacion estandar se reduce a la mitad; en este caso

en particular se observa que leer a 25°C 6 30°C da los mismos resultados estadisticos, a 28°C se

observa una ligera disminucion en las lecturas.

Mientras que para el misculo (con céscara) leer a 25°C es diferente a hacerlo a cualquier

olra temperatura, y al leer en las demas temperaturas es igual estadisticamente, como se puede

ver en la grafica 4.

V1.2, Efecto tiempo.
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Se llevaron a cabo cinéticas enzimaticas a tiempos diferentes de obtenerse los extractos.

En su analisis factorial hay diferencia significativa con respecto a los extractos, pero no con el

tiempo; la interaccidn entre ambos también es significativa (tabla 9). En la grafica 5 se encuentra

el comportamiento de éstos; los datos mas aitos son en extracto hepatopancreas, después en gjo y

finalmente en muisculo (con cascara).

Tabla 9. Tactorial efecto tiempo.

Probabilidad
Entre efectos 0.000
Exiractos 0.000
Tiempo 0.542
Interaccion Ext-Tiem 0.003

En la tabla 10 se encuentran los resultados por extracto.

Tabla 10. Efecto del tiempo entre la obtencidn de los extractos y su cinética.

Tiempo
Z2h 4h 6h 8h 10 h Anova
Extracto
Ojo 1983226(6)b |1773239(6)b |2037=00(3)b |229200(3)ab | 286562 (6)a | 0.0020
Hepatopancreas | 38464 3.1(6)a |37.49£00(3)a |4011%97(9)a 3129%15(3)a | 0.3286
Musculo 18.53 2.4 (6)ab | 19.62+0.0 (3} ab | 16.54 =22 (6)be [20.13=19(3)a [1523=10(3)¢ | 0.0268

{con cdscara)

Los resultados estian dados en UE/mg proteina.
Los valores entre paréntesis () son el niimero de replicados.
Las letras en negritas definen lors subgrupos homogéneos (P = (.05).
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Gréfica 5. Efecto tiempo sobre los extractos
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Ojo

Grafica 6. Efecto tiempo sobre el extracto 0jo.

Hepato

Grafica 7. Efecto tiempo sobre ¢l extracto hepatopéncreas.

Musculo

Grafica 8. Efecto tiempo sobre el extracto musculo.

El extracio ojo a las 2, 4 y 6 horas conserva la misma actividad enzimatica, la cual va

aumentando conforme sigue pasando el tiempo (grafica no.6).

En el extracto hepatopancreas (grafica no. 7) se¢ mantiene la actividad hasta las 10 horas
después de obtener el extracto, no se realizaron lecturas a lag 8 horas, se tiene una desviacion
estandar muy grande a las 6 horas.

29



Pero en el extracto musculo (con céscara) las desviaciones son muy pequefias, como se
observa en la figura no. 8. A las 2 y 4 horas se conserva su actividad, la cual va decayendo

conforme pasa el tiempo.

VL3. Efecto congelacion.

Al analizar el efecto congelacion en los diferentes extractos, se tiene un efecto similar de

las formas de congelado, como se indica en la tabla 11,

Tabla 11. Factorial efecto de la congelacion.

Probabilidad
Entre efectos 0.000
Extractos 0.000
Congelacién 0.001
Interaccion Ext-Cong 0.349

En la grafica no. 9 se observa que los diferentes extractos tienden a aumentar su actividad
al congelarlos (OFEXF vs OFExC); la actividad s¢ ve un poco afectada cuando la congelacién se
realizé a nivel de 6rganos (OFExF vs OCExF); excepto para el ojo. En la tabla 12 se tienen las

variaciones para cada ¢xtracto asi como su probabilidad.

Tabla 12. Efecto de la congelacion en los extractos.

Congelacion
OFExF OFExC OCExF ANOVA
Extracto
Ojo 6.00+£20(3)b |1350£09 (3)a [10.40+£21(3)a 0.0060

Hepatopancreas | 1950205 (3)a |2062£55(3)a |15.22£3.1(3)a | 0.2073

Misculo 987+06(3)b [13.09+06(3)a | 941:1.6(3)b | 0.0088
{con cascara)
Los resultados estan dados en UE/mg proteina.

Los valores entre paréntesis () son el niimero de replicados.

Las letras en negritas definen los subgrupos homogéneos (P = 0.05).

OFExF . organo fresco extracto fresco OFEXC : érgano fresco extracto congelado OCEXF : drgano congelado extracto fresco
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Al congelar el extracto ojo y después hacer la cinética la actividad se ve duplicada,
mientras que al congelar el tejido aumenta sélo en un 50%. La desviacion estandar es menor al
congelar el extracto, lo que no sucede con el extracto congelado ¢ cuando se congela el tejido

primero como se observa ¢l la grafica 10.

En hepatopancreas las lecturas aumentan al congelar el extracto, sin embargo no hay
diferencia significativa al congelar el 6rgano (OFExF vs OFExC vs OCExF), probablemente

debido a que la desviacion estindar del extracto congelado es demasiado amplia (grafica 11).

En la grafica 12 se tiene la actividad del misculo (con céascara), siendo estadisticamente
comparables el congelar el tejido v ¢l no congelarlo, pero la congelacion del extracto si aumenta

la actividad de manera significativa.
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B OFEXC
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Grafica 10.  Efecto congelacidn sobre el extracto ojo.
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Grafica 11, Efecto congelacion sobre el extracto hepatopancreas.
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Grafica 12.  Efecto congelacién sobre ¢l extracto musculo.

V1.4. Efecto dieta.

VI1.4.1. Efecto dieta, con eliminacion de valores extremos.

Los resultados tuvieron desviaciones muy amplias y en algunos casos fue necesaric
eliminar lecturas extremas, lo cual refiere un buen control sobre el método (repetibilidad), pero

una gran variabilidad entre organismos.

Llevando a cabo un andlisis factorial, nos indica que hay diferencias altamente
significativas por extractos y por dietas, asi como Ja interaccion entre estos factores como se

demuestra en la tabla 13.

Tabla 13. Factorial efecto de las dietas
| Probabilidad

Entre efectos | 0.000
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Probabilidad
Extractos 0.000
Dietas 0.001
Interaccién Ext-Dieta 0.000
En

la tabla no. 14 (y grafica 13) se observan los promedios por extracto para cada dieta,

¢ i ] Ascara
déndose la actividad mayor en extracto hepatopancreas, ojo y finalmente musculo (con céascara)

(excepto en la dicta base para el extracto 0jo).
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Tabla 14. Efecto de las dietas por extracto, eliminando valores extremos.

Dietas
Base Tepual Media Alta ANOVA
Extracto

Ojo 3027+ 13.0(7a [1839x4.1(6)b |19.96=x7.0(16)b [17.55+7.1(10)b | 0.0155
Hepatopancreas |25.6+3.8(8)a 28490+ 82(11)a |28.1246.0(16)a |18.83+4.6(17)b | 0.0001

Miusculo
OR6+10(6)b |1339+3.2(10)a [13.27+2.8(18)a |13.46+3.3(15)a | 0.0733

{con céascara)

Los resultados estin dados en UE mg proteina.
Los valores entre paréntesis () son el nimero de replicados.
Las letras en negritas definen los subgrupos homagéneos (P = 0.05).
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Grafica 13.  Efecto dieta, con eliminacion de valores extremos, sobre ios extractos
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Grifica 15,  Efecto dieta, con eliminacidn de valores extremos, sobre ¢l extracto
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Grafica 16.  Efecto dieta, con eliminacion de valores extremos, sobre el extracto misculo.

En el extracto ojo no hay diferencia significativa entre las dietas experimentales
incluyendo el control interno, pero si la hay con la dieta base, en la cual se tiene una mayor

actividad y también una mayor desviacién estandar (grafica 14).

En el hepatopancreas no hay diferencia significativa entre las dietas base, tepual y de

mediana oxidacidn, pero si la hay en la dieta con alta oxidacion como se aprecia en la grafica 15.

En el extracto musculo (con cascara) se repite el caso del extracto ojo, no hay diferencia
significativa entre las dietas experimentales y su control interno, pero si la hay con la dieta base,
aunque en forma contraria, las actividades mas altas se tienen en las dietas experimentales

{grafica 16).
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V1.4.2. Efecto dieta, sin eliminacién de valores extremos.

En la tabla 15 se encuentran los resultados del ANOVA para cada dieta por extracto,
tomando en consideracion aquellos valores extremos, los cuales fueron repetibles por extracto

pero no asi por organismo (grafica 17).

Tabla 15. Efecto de las dietas por extracto, sin eliminar valores extremos.

Dietas
Base Tepual Media Alta Anova
Extracto

0jo 2513 :152(9) a | 138527.8(9) a |17.06:97(18) a |20.15£ 174 (18)a | 0.3122
Hepatopancreas | 24.65+4.6(9) a |2697+9.5(12) a |26.50= 103(21) a | 179753 (18) b | 0.0074

Misculo
9.02+15MMb [1191+£38(12)a |11.433221Yab |11.14+3.9(17)ab | 0.2528
(con cdscara)

Los resultados estén dados en UE mg proteina.
Los valores entre paréntesis () son ¢l nimero de replicados.
Las letras en negritas definen subgrupos homogéneos (P = 0.05),

En el extracto 0jo se observan, para las dietas base y altamente oxidada desviaciones
estandares muy amplias, por lo que no hay diferencia significativa entre los tratamientos (grafica
18).

En el extracto hepatopdncreas (grafica 19) las desviaciones més grandes son para las
dietas tepual y medianamenie oxidada, el comportamiento estadistico es igual al analisis sin los

datos extremos; sucediendo lo mismo en el analisis pera el extracto misculo {(con cascara) por

dieta (grafica 20).
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Grafica 17.  Efecto dieta, sin climinacidn de valores extremos, sobre los extractos.
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Grafica 18.  Efecto dieta, sin eliminacion de valores extremos, sobre el extracto ojo.
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Grafica 19.  Efecto dieta, sin eliminacion de valores extremos, sobre el extracto
hepatopancreas.
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Gréfica 20.  Efecto dieta, sin eliminacién de valores exiremos, sobre el extracto musculo.
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V1.4.3. Proteina

En cuanto a la cantidad de proteina soluble en los extractos por dieta, ésta se observa en la
grafica 21; en donde la mayor cantidad de proteina soluble se encuentra en extracto musculo (con

cascara), hepatopancreas y finalmente en ojo.

En el extracto ojo no s¢ encuentran diferencias significativas de proteina soluble, pero en
hepatopancreas las dietas base v tepual dieron la misma respuesta estadistica, siendo la dieta
altamente oxidada quien proporcioné una mayor cantidad de proteina soluble al extracto. En el
extracto misculo (con cascara) las que proporcionaron mas proteina soluble fueron las dieta base
y tepual, mientras que las otras dietas dieron la menor cantidad de proteina soluble (tabla 16).

Extracto / Dietas

Tabla 16. Efecto de las dietas en la cantidad de proteina seluble por extracto.

Dietas
Base Tepual Media Alta Anova
Extracto
Gjo 03120.10(9) a {03920.05(9) a 0.38£0.07(18) a [033=x0.14(18) a | 0.2326
Hepatopanereas |[1.13£0.17(9) b [1L16x031(12) b [1.37£05! (21)ab [1.52+046(18) a | 0.0704
Musculo
303+£036(9) a (295+x082(12)a [2.02x066(21)b |221+065(17) b | 0.0001
(con cascara)

Los resultados estan dados en mg proteina.
Los valores entre paréntesis () son el mimero de replicados.
Las letras en negritas definen subgrupos homogéneos (P = 0.05).
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Grafica 21.

Efecto dieta sobre la proteina de los extractos.
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VIL. DISCUSION.

La técnica de Paglia & Valentine (1964), modificada por Lawrence et al. (1974) para la
determinacién de GPx-Se, demostré ser adecuada para la determinacién de la misma enzima en
camaroén, tal y como fue utilizada por Sunde (Sunde ef al. 1980 y Sunde, 1990) en higado de ratas

y por Meléndez (1994) en plasma humano.

VIL1. Efecto temperatura

La temperatura ticne un efecto importante durante el desarrollo de la lectura de la
actividad enzimatica, como lo menciona Hiram (1992). Por lo que ¢s importante cuidar los

rangos de temperatura en que se hacen las cinéticas.

VIIL.2. Efecto tiempo y efecto congelacidn.

Nakano ef al. en 1992 detectaron actividad de GPx en musculo y piel de peces. Cuando
los filetes de salmén fueron almacenados a -50°C, la actividad de la GPx se¢ incrementd
gradualmente durante su almacenamiento. La GPx en musculo de pescado es potencial para la

prevencién del deterioro oxidativo en musculo durante su almacenaje y procesado.

Este mismo efecto del tiempo se presenté en el trabajo actual entre la obtencién de los
extractos y la realizacion de sus cinéticas enzimaticas, cuando se conservaron los extractos
congelados. Pero no asi al analizar extractos frescos de organos frescos 6 extractos frescos de
organos congelados, ya que la actividad de los OFExF se mantuvo muy parecida a la de los OCExF,

aumentando la actividad cuando se trataba de los OFExC.
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VIL3. Efecto Dieta.

Las dietas utilizadas en el presente estudio fueron las mismas que utilizé6 Montafio (1998)
al estudiar el efecto de la oxidacién de lipidos en harina de subproductos de atiin sobre el
crecimiento del camardn blanco (Lifopenaeus vannamei, Bone) en condiciones de laboratorio,
encontrando que la mejor tasa de crecimiento promedio a los 28 dias se obtuvo para la dieta
Tepual (chilena), después sin diferencia significativa la fresca y la de mediana oxidacion, seguida
por la de alta oxidacién y por ultimo la dieta base. La mejor tasa de conversion alimenticia
promedio a los 28 dias se dio en la Tepual vy sin diferencia significativa para las tres dietas de

subproducto de atun, por dltimo la dieta base.

En la evaluacion de la fluctuacion de la actividad de la enzima Se-GPx en camardn blanco
alimentado con dietas conteniendo harinas con diferentes grados de oxidacion, se obtuvieron valores
extremos en algunos casos por lo que se hicieron dos analisis estadisticos para el efecto dieta. En el
caso del extracto ojo con eliminacion de valores extremos se presenta una mayor actividad cuando
fueron alimentados con la dieta base, y no hay diferencia entre los alimentados con dieta Tepual (sin
oxidacién) y los que fueron alimentados con dietas oxidadas, mientras que sin eliminar los valores
extremos no hay diferencia significativa en ninguna dieta. En ambos casos, en el extracto ojo se
tiene un comportamiento igual o muy parecido dando como resultado una menor actividad

enziméitica de Se-GPx cuando fueron alimentados con una dieta con alto grado de oxidacion.

En el extracto hepatopancreas, en ambos casos los resultados son similares, sin diferencia
significativa para las dietas Base, Tepual y oxidacién media, pero con diferencia para la dieta de

oxidacién alta, en donde se tiene la menor actividad enzimatica.
Para e] extracto masculo (con cdscara) se obtuvo un comportamiento inverso, sin diferencia

significativa para las dietas Tepual, oxidacién media y oxidacién alta y la menor actividad

enzimatica para la dieta Base.
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VIII. CONCLUSIONES.

Existe actividad de la enzima glutatién peroxidasa selenio dependiente (Se-GPx) en
camarén blanco (Litopenaeus vannamei, Bonne). La mayor actividad de la Se-GPx se encuentra

en el hepatopdncreas, seguida por la actividad en ojo y finalmente en musculo.

El control de la temperatura es un factor muy importante que se debe mantener monitoreado

a25°C.

En los extractos de los tejidos obtenidos de hepatopancreas, ojo y misculo (con cascara)
conservados a 0°C, la actividad de la enzima Se-GPx disminuye significativamente si s¢ almacenan

estos extractos por mds de 10 horas antes de ser analizados.

Para no tener variaciones en las cinéticas de Se-GPx entre muestras procesadas en
diferentes tiempos, se debe trabajar con organos frescos v extractos frescos (OFExF)
preferentemente, sin embargo, si, por cuestiones de tiempo en los laboratorios, es necesario
realizar cinéticas enzimaticas en diferentes momentos, no se tendran diferencias en las cinéticas
s1 se congelan las muestras como érganos (OCEXF) y después se obtienen los extractos. En
contraste, la conservacion de extractos en congelacion lleva a un aumento artificial de la

actividad de Se-GPx.

Cuando al camarén blanco (Litopenaeus vannamei, Bonne) se le suministra altos grados de

rancidez en el alimentado, la actividad de la enzima Se-GPx es estimulada en musculo, no asi en

0jo ni en hepatopancreas.
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Anexo 1.
Material y Equipo.

1.- Muestras
Solucién anticoagulante:
450mM de NaCl
10mM de EDTA Na,
10mM de HEPES

Centrifuga (2,000 rpm)

Dializador
TBS
ImM de CaCl;

2.- Actividad de glutatién peroxidasa (GPX):

Espectofotometro
Cubetas de cuarzo de 1ml de volumen, 1em de longitud y 3mm de espesor

Baiio Maria de 25°C.

A) Stock de KHPQ4e6mM EDTA 0.2M:
27.2¢ KH;PO4
2.23g EDTA disodica
Aforar a 1] con agua destilada.

B) Stock de KoHPO4+6mM EDTA 0.2M:
34.8g K;HPOy4
2.23 g EDTA disédica
Aforar a 1] con agua destilada.

C) Buffer de fosfato 0.2M, pH 7.0 para ¢l ensayo de GPx:
39 volimenes del stock de KH;PO46mM EDTA 0.2M
61 voltiimenes del stock de KoHPO4+6mM EDTA 0.2M

D) Buffer 0.02M, pH 7.0
Diluir el buffer de fosfato 0.2M (GPx) 1/10 con agua destilada.

E) NaN; 0.01M:
65mg de NaNj
Aforar hasta 100ml con agua destilada.

F} GSH 40mM:
61.5mg de glutation (G-4251)
Disolver en 5.0ml del buffer 0.02M. pH 7.0
Se deberd guardar en frio (hielo) hasta su uso.
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G) NADPH ImM:
2mg de NADPH (N-6505)
Disolver en 1.8ml del buffer 0.02M
Se debera guardar en frio (hielo) hasta su vso.

H) H,0; 12mM.:
0.124ml de H,0O; al 30%
Aforar a 100ml con agua destilada.

I) Glutation reductasa 10 EU/ml:
Diluir el stock concentrado de GSH a 10 EU/ml usando
SmM conteniendo 2mg/ml de BSA (Bovine Serum Albumin).
Preparando sélo el necesario y manteniéndolo en hielo.

I} Solucion doble de Drabkin:
2g de bicarbonato de sodio
104mg de potasio cidnico
396mg de potasio ferricidnico
Disolver en 11 de agua destilada.

3.- Ensayo de glutati6on reductasa.

K) NaH.PO4.H20 0.3M:
41.39g de NaH,POy
Aforar a 11l con agua destilada.

L) Na,HPO, 0.3M
42 59g de NaH,PO,
Aforar a 1] con agua destilada

M) Buffer GSH reductasa de fosfato sodico 0.3M, pH 7.6
13 voltimenes de NaH,PO4.H20 0.3M
87 volumenes de Na,HPO4 0.3M

N) Buffer didlisis de fosfato potasico SmM, pH 7.6:
50ml de KH,PO, 5mM + EDTA 0.5mM
450ml de K;HPO; 5mM + EDTA 0.5mM

O)KH,PO4 5SmM + EDTA 0.5mM:
5ml de KH2P04 0.2M
26mg de EDTA disddica
Aforar a 200ml con agua destilada.



P) K;HPO4 5mM + EDTA 0.5mM:
25ml de K;HPO, 0.2M
130mg de EDTA disédica
Aforar a 1l con agua destilada,

Q) Bufter diluido de GSH reductasa 5mM, pH 7.6 con 2mg de BSA/ml:
200mg BSA
100ml de buffer de fosfato potasico SmM, pH 7.6
Almacenar a 4°C

R) EDTA 0.03M
1.12g de EDTA disddica
Aforar a 100ml con agua destilada.

S) BSA 10mg/ml
100mg de BSA (Bovine Serum Albumina)
Sprinble en 3ml de NaCl al 0.9% en un vial de 20ml, al disolverse se adicionardn

5ml de NaCl al 0.9%. Almacenar a -20 C

Ty GSSG 300mM
367.2mg de GSSG (glutatidn oxidada)
Adicionar 0.8ml de agua destilada para disolver.
El pH se debe ajustar a 7.5 con NaOH 1IN
Se deberd aforar a 2ml.

U) Stock de glutatidn reductasa.
Glutatién reductasa (G-4751, tipo III)
Hacer una suspensién en (NH4)2504 3.6M.
Se dializara por 24h con dos cambios de 250mi de buffer de fosfato de sodio para
didlisis, pH 7.6 conteniendo 10°M de EDTA.
Todas las diluciones se deberan hacer en dilucion de buffer de fosfato de sodio

SmM (pH 7.6 con 2Zmg/ml de BSA).
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Anexo 2.
Metodologia.

Se utilizard hemolinfa de camarones sanos, de cultivo y en estad{o de intermuda. Se
uiilizara solucién anticoagulante con pH 7.3 850 mOsm/Kg (El pH, la osmolatilidad, la
concentracion de sodio y de potasio son equivalentes a la de la hemolinfa del camarén) (Vargas-
Alvores and Ochoa, 1992).

Los microlitros asi obtenidos de hemolinfa seran centrifugados por 10 min. a 10°C a 2,000
rpm; el sobrenadante o plasma sera utilizado y el resto descartado.

Debido a que la osmolalidad de la hemolinfa es alta y a la presencia de EDTA en el
anticoagulante, serd necesario dializar el plasma de camarén para poder usarle, por lo que el
serum se dializara por 12h contra TBS conteniendo 1mM de CaCl, y clarificado por
ultracentrifugacion a 40,000 rpm por 20min a 10° C.

Preparacion de las muestras en el ensayo de glutatién peroxidasa:

Las muestras seran homogeneizadas y diluidas a concentracion adecuada para el ensayo.
Muestras con baja actividad seran aquellas en que la turbidez a una Az4 sea cercana a 1.0, las
muestras serdn centrifugadas por 30 min. a 20,000 xg en centrifuga refrigerada. Al sobrenadante
se le volvera a medir la actividad. Cuando la actividad sea muy alta se hemolizara y diluird en
agua, en baja actividad se hemolizara en la solucién doble de Drabkin y diluida en agua para
reducir la absorbancia en 340nm (Lawrence et al., 1974).
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Anexo 3.
Método del ensayo de glutation peroxidasa:

1.- Serdn colocados en cada cubeta las siguientes soluciones:
500ml de buffer de fosfato 0.2M del ensayo GPX
100ml de NaN 10mM
100ml de NADPH 1mM
100ml] de GSH (10 EU/ml)
50ml de GSH 40mM
140m] de muestra diluida.

2.- Los reactivos seran mezclados.
3.- Se incubaran las cubetas a 20°C por 5-7min en bafic maria.

4.- Para empezar la reaccién se utilizaran pipetas automaticas para adicionar rapidamente
10ml de H;O, 12mM

5.- Se mezclard inmediatamente después

6.-. Se repetiran los pasos para las siguientes muestras.

Lectura en el espectofotdmetro:

La reaccidn enzimatica se llevara a cabo en las cubetas de cuarzo y puestas en bafio maria
a 25°C + 1°C. Estas reacciones son dependientes de la temperatura. Las reacciones seran
monitoreadas siguiendo el cambio en la absorbancia a 340 nm (As40). El blanco a utilizar serd
agua destilada (140 ml de agua sin muestra). La lectura de el blanco debera de ser menor de 0.6-
0.7 debido a la adicion de H,O,.

Si la lectura es menor de 0.6 para el NADPH o GSH se deberd de repetir nuevamente.

Las unidades enzimadticas seran calculadas como mmoles de GPX oxidizado por minuto
usando un coeficiente molar de 6.22x10° para NADPH.
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Anexo 4
Método del ensayo de glutation reductasa:

Este ensayo es necesario para cuantificar la cantidad de glutation reductasa (GSH
reductasa). La enzima es almacenada en concentrado y diluida a 10 EU/ml para su uso en el

ensayo de Gpx (Massey and Williams, 1965).

1.- Diluir el stock de GSH reductasa dializada en 1/501 en buffer reductasa 0.3M (10ml
de reductasa + 5ml de buffer).

2.- Adicionar en cada cubeta del espectro
100 ml de buffer de fosfato de sodio 0.3M del ensayo de GSH reductasa

100 m] de EDTA 30mM

200m] BSA [0mg/ml

100ml NADPH 1mM

100ml GSH reductasa (dilucién 1/501)
390 ml agua destilada.

3.- Mezclar el contenido.
4.- Incubar las cubetas por 5-7 min en bafio maria a 25°C
5.- Lectura del blanco a Aig, debera ser de 0.6-0.7

6.-Para empezar la reaccion, se deberd usar pipeta automética para una rapida adicion de
los 10ml de GSSH 300mM.

7.- Mezclar inmediatamente.

8.- Iniciar la lectura colocando en los compartimentos las cubetas a A340 por 3min.

9.- Repetir para la siguiente lectura.
Las reacciones no enzimaticas de GSSH y NADPH son cero.

Una unidad enzimética es definida como 1mmol de NADPH oxidado por minuto, usando
un coeficiente molar de 6.22x10° para NADPH.

Actividad = Asgo, * 1 mol NADPH __ * _I1 * wvolrx * 2mol GSHox *10%imoles GSH

min  6.22%10°* Az, | 10°ml 0.1ml mtra. 1mol NADPH  Imol GSH

Se deben ir eliminando los valores iguales

= * 1 mol NADPH * 11 * volix * 2mol GSHox *10%umoles GSH
min 6.22%10°* 1 10°ml 0.1ml mtra. 1mol NADPH  1mol GSH
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= * * 11 * vwvolrx * 2mol GSHox *10°umoles GSH

min  6.22%10% | 10°m! 0.1ml mira. 1mol GSH
= * * 11 % wvolrx * 2mol GSHox * .

min 6.22 %1 0.1iml mtra. 1mol GSH
= * * volrx * 2mol GSHox * )

min 6.22 0.1ml mira. Imol GSH
= * * wolrx * Imol GSHox

min 6.22 0.1ml mtra.

Quedando:
= 1 * 1 * yolrx * ImolGSHox
min 622  0.lml mtra. 1
Es decir:
= 1 * 1 * 1 * volrx * Imol GSHox
min 622 0. 1ml mira. 1 1
En donde:
= 1 * 1 = Es el factor de concentracidn.

6.22 0.1ml mtra.

= volrx = Es el factor de dilucion = 5010 pl de volumen = 501
1 10pu] mtra. (cantidad de enzima)

La formula para trabajar es:

Unidades totales = (factor de dilucion) * (factor de concentracién) * (Asypnm) * 2

Se multiplica por 2 ya que en la estequiometria de reaccién son formados 2 moles de GSH por cada mol de NADPH

oxidado.
Unidades totales = pmoles de GSHox/min/ml
Unidades enzimdticas = pmoles de GSHox/min

UE/m] = pmoles de GSHox/min/ml

El factor de concentracion para las muestras serd de

=_1_ * 1 = 1.6077
6.22 0.1 ml mfra.
mientras que para el blanco seré de
=_1 * 1 = 1.1483

6.22 0.14 ml mtra.
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La diferencia entre el factor de concentracién de
la misma técnica, es decir:

500 microlitros
100 microlitros
100 microlitros
160 microlitros

50 microlitros
100 microlitros

40 microlitros

0.2M buffer del ensayo GPx fosfato
10mM NaN3

ImM NADPH

(GSHred (con 10UE/mI)

40mM GSH

Muestra 6 agua

de agua

la muestra y del blaneo se debe a que se uiliza
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Anexo 5.

Determinacidn de proteina total por el método de Lowry.
Modern Experimental Biochemistry, Rodney F. Boyer, 292-299

BSA 0.1 mg/ml en agua.
Solucion A: CuSQy, 1% en agua

Solucion B: Na,COs, 2% en 0.1M NaOH
Solucién C: Tartrato de sodio 2% en agua
Solucion D): Reactivo de Folin-Ciocalteu 2N

Preparacién de la solucion alcalina de sulfato de cobre:
Transferir 1.0ml de la solucion C cn un frasco Erlenmeyer de 125ml. Adicionar 1.0 ml de la
solucion A y 98.0 ml de Ia solucién B. Mezclar al estar adicionando. Esta solucién se mantiene estable por

24 h.

Adicionar 5.0 m] de la solucion alcalina de sulfato de cobre a cada tubo y mezclar con vortex.
Reposar por 10 min a temperatura ambiente. Adicionar 0.25ml del reactivo de Folin y mezclar. Después
de 30 min se lee en el especiro a 540 nm.

Rx Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Fubo | Tubo | Tubo | Tubo
1 2 3 4 5 6 7 8 ) 10
Agua 1.0 0.9 0.8 0.6 0.4 0.2 0.7 0.7 0.4 0.4
BSA - 0.1 0.2 04 0.6 0.8 -—- ---- -—-- .-
Muestr | ---- ---- ---- ---- e | - 03 03 0.6 0.6
Sol Ale 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Folin 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25

El tubol es el blanco, del 2al 6 son para la curva estandar y del 7 al 10 son muestras en duplicado

Solucion alcalina de sulfaio de cobre:

Reactivos: | Original | Probabilidad 1 | Probabilidad 2
Solucidn A 1.0ml 0.5 ml 0.25 ml
Solucién B 98.0 ml 490 ml 24.50 ml
Solucidn C 1.0 ml .5 ml 0.25 ml

Total | 100 ml 500 ml 25.00 ml

Determinacion de proteina total; método de Lowry:

Reactivos: | Original | Probabilidad 1 | Probabilidad 2
Muestra 1.000 ml 0.160 m] 0.200 ml
Sol. Alcalina 5.000 mi (.800 ml 1.000 ml
Rx Folin 0.250 ml (.040 ml 0.050 ml

Total| 6.250 mi 1.000 mi 1.250 ml
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