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RESUMEN

Las macroalgas son organismos capaces de generar una gran cantidad de
compuestos bioactivos. En animales suplementados con macroalgas se ha visto
una estimulacion del estado antioxidante e inmune. Por ello, el objetivo de este
trabajo fue determinar y analizar el efecto de la suplementacion con Sargassum
spp. en la respuesta antioxidante e inmune de caprinos. Se alimentaron cabras
con Sargassum spp. a dos porcentajes (2.5-5%) y ademas en su combinacion con
sebo rancio (3%). Se muestrearon y procesaron 12 tejidos (rumen, omaso,
abomaso, duodeno, yeyuno, ciego, colon, higado, bazo, rifién, musculo y moco
intestinal) y suero sanguineo. Se determiné la actividad superéxido dismutasa y
catalasa de los 12 tejidos. En respuesta inmune se determind mieloperoxidasa,
lisozima, antiproteasa, IgA e IgG en moco intestinal y suero. Se realizé un analisis
de varianza de una via y un contraste de medias mediante la prueba de Tukey. Se
determiné mayor actividad de SOD en los grupos suplementados con Sargassum
spp. con respecto al grupo control (p<0.05) en 6 tejidos. Sin embargo, se
encontraron valores similares en los grupos tratados con sebo rancio e incluso con
mayor actividad. En catalasa, se encontraron diferencias estadisticas significativas
Unicamente en 3 tejidos, lo que nos hace suponer que, bajo las condiciones de
este trabajo, las células descompusieron el peréxido de hidrogeno empleando
glutation peroxidasa como via alternativa. En parametros de sistema inmune,
mieloperoxidasa presentd diferencias estadisticas significativas en los grupos
tratados con Sargassum spp. 2.5% (11 U/mg proteina) y 5% (20 U/mg proteina)
con respecto al control (8 U/mg proteina). Los indices de actividad de antiproteasa
fueron similares al control (ctrl: 62, grp 1: 49, grp 3: 61, grp 4: 51, grp 6: 66%) a
excepcion del grupo tratado con Sargassum spp. al 5% (74%). En lisozima solo el
grupo tratado con sebo y Sargassum spp. al 2.5% (10 U/mg proteina) fue diferente
al control (0.84 U/mg proteina). En IgA e IgG de igual manera se encontraron
diferencias entre el grupo control y los tratamientos, pero al igual que SOD los
grupos tratados con sebo presentaron valores cercanos a los suplementados con
las macroalgas. En conclusiéon se observé un aumento en la actividad SOD vy
parametros del sistema inmune en los grupos suplementados con Sargassum
spp., lo que nos indica que este grupo de macroalgas posee un potencial como
agente antioxidante/inmunoestimulante que podria ayudar a mantener un mejor
estado antioxidante e inmune en los caprinos.

Palabras clave: Antioxidante, Inmune, Sargassum spp., Cabras.
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ABSTRACT

Macroalgae are organisms capable of synthesis a large number of bioactive
compounds. It's been reported in animals supplemented with macroalgaes an
antioxidant and immune system stimulation. Therefore, the aim of this study was
to determine and analyze the effect of the supplementation with Sargassum spp. in
the antioxidant and immune response of goats. Goats were supplemented with
Sargassum spp. at two different percentages (2.5-5%) and also in combination with
rancid tallow (3%). 12 tissues (rumen, omasum, abomasum, duodenum, jejunum,
caecum, colon, liver, spleen, kidney, muscle and intestinal mucus) and blood
serum were sampled and processed. Superoxide dismutase and catalase activity
of the 12 tissues was determined. Myeloperoxidase, lysozyme, antiprotease, IgA
and |1gG was determined in intestinal mucus and serum for immune response. For
statistical analysis, a one-way ANOVA was performed followed by a Tukey test for
means contrast. The results suggest that there is an increased activity of SOD in
the supplemented groups with Sargassum spp. with respect to the control group
presenting statistically significant differences (p <0.05) in 6 tissues. However
similar values are reported in the groups treated with the rancid tallow and in some
cases they had even higher values. In catalase activity, only 3 tissues presented
statistically differences, which make us suppose that under this study conditions,
cells are decomposing hydrogen peroxide through glutathione peroxidase instead.
In immune system parameters, myeloperoxidase presented statistically significant
differences in the groups supplemented with Sargassum spp. 2.5% (11 U/mg
protein) and 5% (20 U/mg protein) compared to the control. Antiprotease activity
rates were near or under control activity levels (ctrl: 62, grp 1: 49, grp 3: 61, grp 4:
51, grp 6: 66%) except for the group treated with 5% (74%) of Sargassum spp. In
lysozyme, the group treated with rancid tallow and 2.5% of Sargassum spp. (10
U/mg protein) was the only one that presented significant statistical differences to
control (0.84 U/mg protein). Likewise in IgA and IgG statically differences were
found between control and treatments. Alike SOD, rancid tallow treated groups
showed similar values to those supplemented with Sargassum spp. In conclusion
an increase in SOD activity and immune system parameters in Sargassum spp. fed
groups was observed, which indicates that this macroalgaes have a potential as an
antioxidant/immunostimulant that could help maintain a better antioxidant and
immune system in goats.

Key words: Antioxidant, Immune, Sargassum spp., Goat.
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1. INTRODUCCION

Domesticadas hace cerca de 10,000 de afios, las cabras han sido tratadas como
especie de consumo humano, esto por su alto contenido nutricional y sus nobles
requerimientos de espacio, comida, agua y refugio (Hatziminaoglou & Boyazoglu,
2004). Estudios de FAO indican que las cabras tienen un mayor rendimiento
lechero que las ovejas (justo por debajo de la produccion bovina) y ademas
estiman que la produccién de caprinos alcanzé las 1005 millones de cabezas en el
afno 2013.

Sin embargo, conforme la demanda por proteina aumenta, la produccion animal
global se enfrenta a varios retos como cambios climaticos, enfermedades y
escases de alimento. Adicionalmente, la intensificacion de los sistemas de
produccion llegan a comprometer la salud y bienestar de los animales (Celi, 2011).
La sumatoria de estos cambios conlleva a que los animales experimenten un
desbalance entre los agentes oxidantes y antioxidantes, conduciendo hacia una
condicién conocida como estrés oxidativo (Persson et al., 2014).

El balance entre el sistema oxidante-antioxidante se ha visto influido en parte por
la nutricion (Castillo et al., 2006; Di Trana et al., 2006). Por lo anterior, una opcién
factible que promueva un balance antioxidante neutro, incrementando el
desemperio, y asegurando que los productos de origen animal sean seguros para
consumo humano, es el uso de aditivos 0 suplementos en dieta que contengan
compuestos bioactivos (Di Trana et al., 2015).

La suplementacién de la dieta animal con compuestos de origen natural que
promuevan un estado antioxidante e inmune alerta ante posibles enfermedades o
sucesos adversos es una practica que ha sido empleada desde hace varios afios.
Se han llegado a utilizar vitaminas, minerales, levaduras, plantas, algas marinas
incluyendo micro y macroalgas (El-Ghani, 2004; Haenlein et al., 2011; Wullepit et
al.,, 2012; K. Qwele et al., 2013; Mohanta et al., 2014; Jelali & Salem, 2014,
Ferasyi et al.,, 2015) siendo las macroalgas el organismo de interés para este

estudio.



Los beneficios del uso de macroalgas como suplemento de la dieta animal estan
dados en parte por los valores nutricionales (Evans & Critchley, 2014) y, en
particular, por la presencia de elementos/compuestos antioxidantes e
inmunoestimulantes tales como polisacaridos sulfatados, carotenoides,
polifenoles, vitaminas y minerales (Sachindra et al., 2007; Devi et al.,, 2008;
Garcia-Casal et al., 2009; Michalak et al., 2011; Hwang et al., 2015).

A pesar de conocer los beneficios de este tipo de aditamentos, a la fecha son
pocos los trabajos que determinan pardmetros de respuesta antioxidante e inmune
en caprinos (Fike et al., 2001; Saker et al., 2001). En cambio, se han realizado
mediciones del efecto de las macroalgas sobre la produccién animal sin tomar en
cuenta la respuesta antioxidante e inmune (Galipalli et al., 2004; Marin et al., 2008;
Casas-Valdez et al., 2014; Novoa-Garrido et al., 2014, Hopkins et al., 2014).

Es por esto que el presente trabajo se investigaron los efectos de la
suplementaciéon con Sargassum spp. en la dieta sobre la respuesta antioxidante e

inmune de caprinos.

2. ANTECEDENTES

2.1 Importancia socioecondmica de los caprinos

Las cabras son una fuente indispensable de alimento al proveer carne y leche con
proteina de alta calidad, especialmente para las familias que viven en esquemas
de subsistencia (Navarrete-Quintero, 2010).

La produccion mundial de cabras en el afio 2013 segun la FAO fue de 1005
millones de cabras. El continente asiatico y africano poseen el mayor porcentaje,
con un 60 y 33 % respectivamente. En el continente americano, los paises con
mayor cantidad de caprinos son Brasil y México (FAO, 2013). Sin embargo, en
México, los valores en la produccion de cabezas, carne y leche han ido
disminuyendo (Figura 1). Entre los afios 2011-2013 hubo pérdidas en la



produccion animal por 300 mil cabezas. Estos resultados también se vieron
reflejados en la produccién de carne, que disminuy6 de 43 a 39 mil toneladas y de
161 a 152 mil toneladas de leche (FAO, 2013a).

Cabezas N o

) ) *- México
M = millones; k =miles

Figura 1. Niumero de cabezas de cabras presentes entre los afios 2000-2013 en México
(FAO, 2013a).

Estos valores son de tomarse en consideracion ya que se sabe que la leche y
carne derivados de las cabras son la base de alimentacion para muchas familias

de escasos recursos econémicos en nuestro pais (Cepeda, 2008).

2.1.1 Sistema digestivo en rumiantes

Los rumiantes han desarrollado un aparato digestivo que les permite ser eficientes
en el aprovechamiento de forrajes con altos contenidos de celulosa, hemicelulosa
y liginina (Contreras, 2010). Una de las principales caracteristicas de los rumiantes
es su estbmago, el cual esta dividido en 4 compartimientos unidos donde se llevan
distintas actividades fisiologicas. Estas divisiones son el rumen, reticulo, omaso y

abomaso (Tsuda, 1991; Figura 2).



El rumen, sirve como camara de fermentacion donde los microorganismos
(bacterias, protozoarios, hongos, levaduras, entre otros) fermentan y/o degradan el
alimento. El reticulo es basicamente una extension del rumen que ayuda con las
contracciones manteniendo una mezcla homogénea de agua, saliva y alimento. El
omaso, en cambio, sirve principalmente como area de deshidratacion. Conforme el
alimento pasa, el omaso lo escurre y comprime removiendo entre un 60-70% de
agua. Finalmente el abomaso, es el analogo al estbmago de los no rumiantes 0
monogastricos, cuando el alimento llega a este 6rgano, los jugos gastricos son
secretados y mezclados con la ingesta produciendo material de consistencia

similar presente en el rumen.

Intestino Intestino
grueso delgado

Reticulo

Omaso

/
//(’( R )

Figura 2. Sistema digestivo en pequefios rumiantes. El alimento consumido pasa a lo

Duodeno Abomaso Al
’\\\ \

largo del es6fago hasta llegar al rumen; en este lugar microorganismos anaerobios
metabolizan componentes como celulosa, hemicelulosa y liginina. El reticulo tiene la
funcion de mantener una mezcla homogénea de alimentos, agua y saliva en el rumen. El
omaso se encarga de deshidratar el alimento hasta en un 70%. El abomaso secreta
enzimas digestivas acida. La principal absorciéon de los nutrientes se lleva a cabo en el
intestino delgado. Por ultimo en el intestino grueso se lleva a cabo la absorcion de

minerales, agua y vitaminas (Relling & Mattioli, 2003).



Debe tomarse en cuenta que la nutricion del rumiante depende de la nutricion de
su poblacién microbiana ruminal. Esta degrada parcial o totalmente los
componentes de la dieta, por lo cual puede aceptarse que en realidad se esta
alimentando al rumen para que luego éste alimente al rumiante (Relling & Mattioli,
2003).

2.2 Sistema antioxidante en vertebrados

El oxigeno es un elemento necesario para la vida. En vertebrados, el metabolismo
celular del oxigeno produce especies reactivas que son toxicas para las células
(Fridovich, 1995). Estas especies son producidas en un 90% por las mitocondrias
en la cadena de transporte de electrones, que es la principal fuente de adenosina
trifosfato (ATP) en las células y, por lo tanto, esencial para la vida. Durante la
transduccion de la energia, una pequefia cantidad de electrones se fuga al
oxigeno prematuramente, formando el radical superéxido (Kovacic et al., 2005).
Cuando las especies reactivas (ROS por sus siglas en inglés) se encuentran en
altas concentraciones, llegan a generar grandes dafios a las estructuras celulares
como lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Valko et al., 2006). Se sabe que el
radical hidroxilo es responsable de reaccionar con todos los componentes de las
moléculas del ADN, dafiando tanto purinas como pirimidinas e incluyendo el
esqueleto de desoxirribosa (Halliwell & Gutteridge, 1999). Stadtman (2004) reporta
que la cadena lateral de residuos de las proteinas, en particular residuos de
cisteina y metionina, son susceptibles a oxidarse por la presencia de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno. Cuando se da la generacion de ROS por la
presencia de metales, los aniones llegan a dafar componentes celulares tales
como acidos grasos poliinsaturados y residuos de fosfolipidos los cuales son
importantes componentes de la membrana celular (Mao et al., 1999).

Por lo tanto, la exposicion a radicales libres ha obligado a los organismos aerobios

a desarrollar una serie de mecanismos de defensa (Cadenas, 1997). Estos



mecanismos constan de cuatro grupos principales: preventivos (I), de reparacion
(1), defensas fisicas (lll) y defensas antioxidantes (IV). El mecanismo de defensas
enzimaticas incluye la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatidon
peroxidasa (GPx). Los antioxidantes no enzimaticos son representados por el
acido ascorbico (Vitamina C), a-tocoferol (Vitamina E), glutation (GSH),

carotenoides, flavonoides y otros antioxidantes (Valko et al., 2007).

2.3 Enzimas antioxidantes

2.3.1 Superoxido dismutasa

El radical o anidén superoxido puede ser transformado por enzimas que pertenecen
a la familia de las superoxido dimutasas. Esta familia reduce la ocurrencia del
anion superdéxido por la accién de factores extracelulares (radiacion ionizante) y
del metabolismo del oxigeno en la cadena de transporte de electrones (Miao &
Clair, 2009; Gandhi & Abramov, 2012).

Las superdxido dismutasas son parte del sistema de defensa enzimatico contra el
decaimiento oxidativo mediante la transformacion del anion superdxido en
perdxido de hidrogeno (H202). En las células animales se encuentran tres tipos de
SOD: la primera dependiente de cobre-zinc y se encuentra en el citosol, la
segunda dependiente de manganeso se localiza en la matriz mitocondrial y la
tercera no depende de algun cofactor y es extra celular. Particularmente estos tres

tipos de SOD se expresan en altos indices en el rifidn (Gongora et al., 2008).

2.3.1 Catalasa

Calatasa (CAT) es la enzima encargada de la deplecion reductiva de H202 en
agua. Se expresa en la mayoria de las células, érganos y tejidos. En higado y
eritrocitos se expresa en elevadas concentraciones y utiliza como cofactores al

grupo hemo y al manganeso (Sung et al., 2013).



Actualmente, se conocen dos tipos de sistemas para transformar el peroxido de
hidrégeno. Por un lado se encuentra el sistema SOD/CAT y por otro, el sistema
glutation peroxidasa/glutation reductasa (GPx/GRd). Se ha observado que ambos
sistemas no actian a la par, ya que CAT actla en presencia de altas
concentraciones de H202 y GPx lo hace a concentraciones bajas, lo que
demuestra una correlacion inversa en la actividad de ambas enzimas (Lam et al.,
1993).

2.4 Sistema inmune en vertebrados

El sistema inmune estd compuesto de dos principales subdivisiones, el sistema
inmune innato que suele ser la primera linea de defensa ante la invasion de
patbgenos 0 compuestos toxicos, y el sistema inmune adaptativo que es el
responsable de generar células y moléculas de memoria que serviran ante futuras

infecciones (Arnaiz-Villena, 1995).

2.4.1 Respuesta inmune innata

La inmunidad innata comprende, en primer lugar, barreras fisicas y anatémicas: la
piel y los epitelios de los tractos respiratorio, digestivo y genitourinario. Cuando la
barrera impuesta por los epitelios es superada, la inmunidad innata pone en
marcha un conjunto de mecanismos celulares y humorales (Geffner & Fainboim,
2008).

Entre los componentes celulares destacan: neutréfilos, eosindfilos, macréfagos,
células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés), células dendriticas,
mastocitos y células endoteliales. Los mecanismos humorales involucran: sistema
de complemento, proteinas de fase aguda, lisozima, antiproteasas, interferones a

y B entre otras moléculas (Geffner & Fainboim, 2008).



Respuesta inmune innata: Celular

Neutrofilos

Los neutrdfilos representan la primera linea de defensa del sistema inmune innato.
Poseen un poderoso arreglo de armas bioldgicas que incluye mediadores solubles
asi como la capacidad de fagocitar a los patdgenos (Louis & Parkos, 2015).

Para llevar a cabo su funcién, se valen de granulos que contienen proteinas
cationicas y defensinas que pueden matar a las bacterias. También, incluyen
enzimas proteoliticas como elastasa y catepsina G para degradar proteinas
microbianas; ademas contienen lisozima para romper las paredes celulares de las
bacterias (hidrolisis de peptidoglicano) y caracteristicamente mieloperoxidasa, que
estd involucrada en la generacidon de compuestos bactericidas (formacion de
hipoclorito) y permeabilidad de las membranas bacterianas (Faurschou &
Borregaard, 2003).

Macrofagos

Los macréfagos son células del sistema inmune que son derivados de los
monocitos que circulan en sangre. Su principal funcion es combatir patdégenos y
remover impurezas y tejido necrotico a través de la fagocitosis. Este proceso
consiste en la ingestion del organismo/desperdicio bioldgico para su posterior
fusién con lisosomas (Bora, 2006). Los macréfagos, a diferencia de los neutrofilos,
no poseen granulos pero poseen numerosos lisosomas con un contenido similar al
contenido de los granulos de los neutréfilos (principalmente enzimas &cidas:
fosfatasas, nucleasas, proteasas, lipasas, hidrolasas). Ademas de tener un papel
importante en la respuesta inmune innata, también participan en la respuesta
inmune adaptativa al ser células presentadoras de antigenos (APC) (Mosser &
Edwards, 2008).

Eosindfilos
Los eosinodfilos son granulocitos cuyos granulos contienen proteinas basicas ricas

en arginina. La activacion de los eosindfilos por los estimulos externos, conduce a



la liberacibn en etapas de moléculas toxicas y mediadores inflamatorios. La
respuesta de eosinofilos es muy toxica y puede dafar tanto al parasito como al
hospedero. La mayoria de los eosindfilos residen en tejidos, sobre todo en el tejido
conectivo inmediatamente subyacente a los epitelios de los tractos respiratorio,

gastrointestinal y urogenital (Parham, 2005).

Basdfilos y mastocitos

Los basofilos se encuentran en la circulacion sanguinea y son granulocitos
polimorfonucleares. Los mastocitos no se encuentran en la circulacion sino en los
tejidos (en epitelios mucosos o en tejido conjuntivo). Participan en las reacciones
de hipersensibilidad inmediata o tipo I, y ejercen su funcién a través de la
liberacion del contenido de sus granulos al ser entrecruzadas por el antigeno las
inmunoglobulinas IgE unidas a sus receptores FCERI en la superficie de los
mastocitos (Arnaiz-Villena, 1995).

Células asesinas naturales (NK)

Las células asesinas naturales (NK) forman parte de la inmunidad innata y
participan en la conformacion de una primera linea de defensa contra agentes
infecciosos (Fainboin, 2005). Las células NK tienen la capacidad de matar en
forma no-especifica tanto a células infectadas por virus como a células tumorales.
Estas células citotoxicas no son parte de la respuesta inflamatoria, pero son
importantes en la inmunidad innata a las infecciones virales y en la vigilancia a

tumores.

Células dendriticas

Las células dendriticas (CD) juegan un papel fundamental en la regulacién de la
respuesta inmune. Son las principales células presentadoras antigénicas, por su
capacidad de capturar, procesar y presentar antigenos de forma 6ptima a linfocitos

T, y generar respuestas inmunes especificas (Vazquez et al., 2012).
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Células endoteliales

Forman la cubierta interna de los vasos sanguineos por donde circulan los
leucocitos y, ademas, son parte del microambiente del tejido hematopoyético de la
medula 0sea. En estos tejidos son necesarias para el desarrollo, la circulacion y la
migracion. Ademadas, son consideradas presentadores de antigenos no
profesionales y expresan antigenos de histocompatibilidad clase Il (Tamayo,
1997).

2.4.2 Respuesta inmune adaptativa

El sistema inmune adaptativo consiste en células altamente especializadas que
tienen la capacidad de adaptarse a nuevos microorganismos gue amenacen al
hospedero. Sus principales células son las células T y células B. Estas células son
capaces reconocer una gran cantidad de antigenos de una manera muy precisa.
Ademas, tienen la capacidad de generar memoria inmunoldgica, también conocida

como inmunidad (Williams, 2012).

Respuesta inmune adaptativa: celular

Linfocitos T. Son células que se originan en las células troncales de la médula
O0sea y migran para madurar en el timo (Parham, 2005). Constituyen hasta en un
70% de los linfocitos que segregan citosinas. También realizan la cooperacion
para desarrollar todas las formas de respuestas inmunes, como la produccion de
anticuerpos por las células B. Dentro de los linfocitos con TCR af (T cell receptor,
por sus siglas en inglés) hay dos grandes subtipos, los linfocitos CD4+ y los CD8+.
Mientras que las células CD8+ tienen una funcién litica (citotoxica) activa, las
células CD4+ actuan como organizadores de la respuesta inmune especifica. A
sus vez, las células T-CD4+ se subdividen en dos tipos: Thl y Th2. La respuesta
Th1l esta enfocada a destruir células infectadas mientras que la Th2 estimula a los

linfocitos B para producir la liberacion de anticuerpos (Arnaiz-Villena, 1995).
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Linfocitos B. Los linfocitos B son responsables de la inmunidad humoral. Su
funcion principal es la defensa del huésped contra gérmenes por medio de la
secrecion de anticuerpos que reconocen las moléculas antigénicas de los
patdogenos. También tienen otras funciones como la presentacion de antigenos a
los linfocitos T, la regulacion negativa de las respuestas inflamatorias y la
regulacion de las respuestas frente a autoantigenos. Las células B producen
anticuerpos de distintos isotipos que se distribuyen y localizan en distintos
compartimentos del organismo, y desencadenan distintas funciones efectoras
como la activacion del complemento, y diversas respuestas celulares mediadas
por receptores para anticuerpos como la fagocitosis de microorganismos e
inmunocomplejos y la exocitosis de mediadores y citotoxinas (Martin et al., 2013).

Respuesta inmune adaptativa: humoral

Las inmunoglobulinas o anticuerpos se producen en los linfocitos B. Son proteinas
gue se forman en la respuesta inmune para combinarse especificamente y con
gran fuerza a antigenos. Existen 5 tipos principales de inmunoglobulinas IgG, IgA,
IgD, IgE e IgM, ademas de sus diferencias estructurales también poseen funciones
distintas (Romero, 2008).

IgG: es la mas abundante en el organismo (85% de las inmunoglobulinas) y se
encuentra distribuida en todo el cuerpo. Entre sus funciones estan: participar en la
respuesta inmune secundaria, fijar complemento, atravesar la barrera placentaria,
intervenir en la neutralizaciébn de toxinas bacterianas, unirse por su fragmento
cristalizable (Fc) a macrofagos y neutrofilos para actuar como opsonina y estimular

la quimiotaxis.

IgA: también llamada inmunoglobulina secretora, se encuentra fundamentalmente
en el tracto digestivo, respiratorio y urinario. Representa del 5 al 15% de las
inmunoglobulinas. La IgA neutraliza virus y toxinas bacterianas ademas puede

activar el complemento por la via alterna conocida como via de la properdina.
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IgM: representa del 5 al 10% de las inmunoglobulinas. Se encuentra dentro de los
vasos, y entre sus funciones mas importantes esta el fijar el complemento, facilitar
la fagocitosis y la bacteridlisis, tener accion de opsonina y estar presente en la

respuesta inmune primaria.

IgD: representa el 1% de las inmunoglobulinas. Se localiza en forma intravascular
y sus funciones son, ser receptor superficial de linfocitos y fijar complemento por la

via alterna.

IgE: representa el 1% de las inmunoglobulinas, su ubicacion es intravascular.
Entre sus funciones estan, fijar el complemento por la via alterna y participar en la
degranulacién de las células cebadas, es decir, interviene en la hipersensibilidad
tipo | (Romero, 2007).

2.5 Suplementacion animal

Los sistemas de produccion animal actuales enfrentan una serie de retos como lo
son cambios climaticos, sequia, problemas econdmicos y enfermedades
causadas por virus, bacterias y parasitos que comprometen la salud y bienestar de
los animales (Celi, 2011). Ademas los productores deben cumplir con el concepto
de “limpio, verde y ético” (Bickell et al., 2010). Este concepto habla sobre el uso
limitado de farmacos, quimicos y hormonas, sin impactar al medio ambiente por la
produccion de alimento y tomando en cuenta el bienestar animal (Goldsmith &
Schur, 2002).

Es aqui donde se justifica el utilizar compuestos naturales con propiedades
bioactivas, que coadyuven en los problemas actuales de produccion animal y

ademas satisfagan el concepto de limpio, verde y ético.
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Como se menciond en la introduccion. En la suplementacion de cabras se han
llegado a utilizar vitaminas, minerales, levaduras, plantas, algas marinas
incluyendo micro y macroalgas (El-Ghani, 2003; Haenlein et al., 2011; Wullepit et
al.,, 2012; K. Qwele et al., 2013; Mohanta et al., 2014; Jelali & Salem, 2014,
Ferasyi et al.,, 2015) siendo las macroalgas el organismo de interés para este

estudio.

2.6 Macroalgas marinas como suplemento

Las algas marinas son clasificadas comunmente en algas rojas, cafés y verdes
(EI-Gamal, 2012). Ademas de ser un recurso natural renovable de extensa
distribucion a lo largo de la costa del Pacifico (en las costas de Baja California se
conoce de cuatro especies de macroalgas cafés con interés econémico, Tabla 1)
(Ortiz et al., 2006). En afios recientes han adquirido un gran interés en
biomedicina y areas de alimentacibn porque poseen una gran cantidad de
compuestos bioactivos. Estos compuestos juegan un papel importante contra
varias enfermedades y procesos de envejecimiento, al estimular y fortalecer la
respuesta inmune y antioxidante de los seres que las consumen (Cardona et al.,
2013).

Tabla |. Especies de algas pardas presentes en Baja California y sus usos.

Especie Uso Actual Destino Empresa [Potencial Estimado

Macrocystis Alginatos y Exportacion 80,000 ton
pyrifera harina para y Productos del | frescas

§ alimento en consumo Pacifico

g maricultivo interno

é, Egregia sp. No aprovechado No estimado

< Eisenia sp. No aprovechado No estimado
Sargassum spp. | No aprovechado 180, 000 ton/afio
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La suplementacién animal con algas marinas ha sido reportada durante siglos, y la
especulacién de ser utilizadas como una potencial fuente de alimento no es algo
nuevo (Evans & Critchley, 2013).

Sargassum spp. es un conjunto de macroalgas café, que han sido utilizadas para
la suplementacion de animales domésticos. En ovejas suplementadas con
Sargassum se ha determinado la digestibilidad in vivo, la degradabilidad de la
materia seca, asi como el pH y los acidos grasos volatiles en rumen (Marin et al.,
2009). Carrillo et al. (2012) midieron el efecto de Sargassum sobre la
concentracion de colesterol en huevos de gallinas de postura. Hansen et al. (2003)
alimentaron ovejas con kelpo café y luego midieron degradacion de materia secay
digestibilidad de materia organica, también se ha utilizado otra macroalga marina
café como Ascophyllum nodosum (Tasco, por su nombre comercial). Williams et
al. (2009) alimentaron ganado bovino con A. nodosum para medir temperatura
rectal y tasas de respiracion en climas con altas temperaturas. Fike et al. (2001)
midieron la capacidad reductora de corderos alimentados con forraje tratado con
A. nodosum. Saker et al. (2001) midieron la respuesta de monocitos de toros

alimentados con forraje tratado con Tasco.

3. JUSTIFICACION

El estrés generado por enfermedades, cambios de temperatura, confinamiento y
falta de alimento promueven la produccién de radicales libres lo que se traduce
como perdidas tanto en la calidad como cantidad de los productos derivados de
caprinos. Las tendencias actuales promueven la suplementacion de la dieta animal
con compuestos de origen natural que promuevan un estado antioxidante e
inmunologico alerta ante posibles enfermedades o eventos desfavorables. Es por
esto que en el presente trabajo se estudiaron los efectos antioxidantes e

inmunoestimulantes del conjunto Sargassum spp. como suplemento en la dieta de
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caprinos (a dos distintos porcentajes de concentracién) y ademas retados con
sebo rancio como agente oxidante para observar su capacidad reductora.

4. HIPOTESIS

Si el conjunto de macroalgas Sargassum spp. contienen compuestos bioactivos
(polisacéridos sulfatados, carotenoides, polifenoles, minerales y vitaminas) con
potencial antioxidante e inmunoestimulante, entonces, la suplementacion de éste
agregado de macroalgas en la dieta modificar4 la capacidad antioxidante y la

respuesta inmune de caprinos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar y comparar el efecto de una dieta suplementada con Sargassum spp.

mediante parametros de respuesta del sistema inmune y antioxidante.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar la capacidad antioxidante por medio de la actividad de las
enzimas superoxido dismutasa y catalasa de caprinos suplementados con

2.5y 5% de Sargassum spp. y retados con 3% de sebo rancio en la dieta.

2. Determinar la respuesta inmune mediante las actividades de lisozima,
mieloperoxidasa, antiproteasa y la produccion de anticuerpos IgA e IgG de
caprinos suplementados con 2.5 y 5% de Sargassum spp. y retados con 3%

de sebo rancio en la dieta.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefio Experimental

El disefio experimental consistié en 24 cabritos en crecimiento los cuales fueron
divididos en 6 grupos (Figura 3). Al grupo |, grupo control (C), se le dio una dieta
base que consistié en alfalfa, maiz molido, pasta de soya, harina de pescado y sal.
El resto de los grupos recibieron la misma dieta base pero con algun aditamento:
grupo Il, 3% sebo rancio (S3); grupo lll, Sargassum spp. 2.5% (Ss2.5); Grupo IV,
Sargassum spp. 2.5% + 3% sebo rancio (Ss2.5+S3); grupo V, Sargassum spp. 5%
(Ss5); y grupo VI, Sargassum spp. 5% + 3% sebo rancio (Ss5+S3). Estas dietas
les fueron suministradas durante 2 meses mas 15 dias de adaptacion. Concluido
el experimento, los animales fueron sacrificados y se tomaron muestras con bisturi
y pinzas en tubos Eppendorf. Los tejidos muestreados fueron rumen, omaso,
abomaso, duodeno, yeyuno, ciego, colon, higado, bazo, rifién, musculo, moco

intestinal y suero sanguineo.
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2.5% Sargassum spp.
Figura 3. Disefio experimental. Consisti6 en 24 cabritos en crecimiento los cuales fueron divididos en 6 grupos.
Grupo I, grupo control (C), se le dio una dieta base que consistio en alfalfa, maiz molido, pasta de soya, harina de
pescado y sal. El resto de los grupos recibieron la misma dieta base pero con algun aditamento: grupo I, 3% sebo
rancio (S3); grupo lll, Sargassum spp. 2.5% (Ss2.5); Grupo IV, Sargassum spp. 2.5% + 3% sebo rancio (Ss2.5+S3);
grupo V, Sargassum spp. 5% (Ss5); y grupo VI, Sargassum spp. 5% + 3% sebo rancio (Ss5+S3).
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6.2 Homogenizacién de las muestras y cuantificacién de proteina

Se procesaron un total de 288 muestras (24 animales/12 tejidos) y ademas 144
muestras de suero sanguineo para una cinética de respuesta inmune. Se pesaron
100 mg de cada una de las muestras y colocaron en 500 uL de PBS (pH 7.4). Las
muestras se homogenizaron mecanicamente mediante un politron. Para
determinar la concentracion proteica de los homogenizados se utiliz6 el reactivo
de Bio-Rad protein assay Dye Reagent Concentrate en microplaca, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Primero se realizé una curva estandar de la siguiente
manera: 996 uL de PBS con 4 pL de BSA (1 pg/uL), 992 PBS con 8 puL BSA, 988
PBS con 12 BSA, 984 PBS con 16 BSA, 980 PBS con 20 pL BSA. Se tomaron
160 pL de cada dilucién por triplicado y se colocaron en una placa ELISA, se
afiadieron 40 uL del reactivo de Bradford (Bio-Rad) y se dejé reposar por 15 min a
T.A. Por ultimo la microplaca se leyo en un lector de placas (Bio-Rad, 3550-UV) a
una longitud de onda de 595 nm. Se realizaron diluciones de las muestras, se
tomaron 160 pL de cada una de las diluciones por triplicado y se dejaron reposar
durante 15 min con 40 uL del reactivo de Bradford, la microplaca de ley6 en el

lector de microplacas a 595 nm.

6.3 Respuesta antioxidante

6.3.1 Actividad superoxido dismutasa

Se utilizé el Kit 19160 SOD (Sigma Aldrich) para medir la actividad superéxido
dismutasa (SOD). La SOD cataliza la dismutacion del anion superoxido (O2-) en
peréxido de hidégeno y oxigeno molecular. El ensayo utiliz6 un método indirecto
de medicién. El kit utiliza la sal de WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-
2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate sodium salt) la cual produce un colorante
soluble en la reduccion con el anién superoxido. Debido a que la absorbancia a

450 nm es proporcional a la cantidad de anién superdéxido, la actividad SOD como
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actividad inhibitoria puede ser cuantificada midiendo el decremento en el
desarrollo de color a 450 nm. El ensayo consisti6 primeramente en el
establecimiento de 3 blancos para cada uno de los tejidos de la siguiente manera:
blanco 1, 20 pL de ddH20, mas 200 pyL de WST y 20 pL de solucion enzimatica de
trabajo. Blanco 2, 20 pL de muestra mas 200 pL de WST y 20 pL de buffer de
dilucién. Blanco 3, 20 pL ddH20 mas 200 pL de WST y 20 pL de buffer de dilucion.
Los blancos se incubaron a 37°C durante 20 min y se midio la absorbancia a 405
nm en un lector de microplacas. Las muestras fueron tratadas de la misma manera

que el blanco 1y se incubaron bajo los mismos parametros.

6.3.2 Actividad catalasa

Se utilizé el cromégeno Purpald (Sigma Aldrich) para la determinacién de la
actividad catalasa. Este método se basa en la reaccion de la catalasa con metanol
en la presencia de una 6ptima concentracion de H202. El formaldehido (metanol
oxidado) producido es medido colorimétricamente con el 4-amino-3-hidrazino-5-
mercapto-1,2,4-triazol (Purpald) como cromégeno. Purpald forma especificamente
un biciclo heterociclo con aldehidos, los cuales en oxidacion cambia de incoloro a
purpura. Primero se realizé la curva estandar bajo las siguientes concentraciones
1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, O (ng/mL). En una microplaca de ELISA se
colocaron 25 uL de buffer de ensayo diluido, 25 puL de metanol y 5 yL de perdxido
de hidrogeno diluido (por triplicado para c/u de las diluciones) y 50 uL de las
diluciones. La placa se puso en agitacion durante 20 min T.A. Se agregaron 25 pL
de hidroxido de potasio 10 M y 50 uL de Purpald, la placa se cubri6é de la luz y se
colocd en agitacion durante 10 min T.A. Se agregaron 25 pL de periodato de

potasio y agitd 5 min T.A. La placa se leyé a 655 nm en el lector de microplacas.
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6.4 Respuesta inmune

6.4.1 Mieloperoxidasa

La actividad total de mieloperoxidasa en las muestras (suero y moco intestinal) se
realiz6 de acuerdo a Quade & Roth (1997) con ligeras modificaciones. Se
colocaron 20 pL de muestra en una microplaca de ELISA, se agregaron 100 pL de
TMB (40 pL H20, 1 g TMB, 10 pL H202 36%) (en oscuridad) y se dejo reposar la
reaccion durante 2 min. Después se afiadieron 50 pL de &cido sulfarico 4 M y se
ley6 la placa a 450 nm en un lector de microplacas.

6.4.2 Antiproteasa

La actividad total de antiproteasa fue medida mediante la capacidad de las
muestras para inhibir la actividad de tripsina. Brevemente, 20 yL de muestra
fueron incubados con 20 pL de una solucién estandar de tripsina (1000-2000
BAEE (benzoyl L-arginine ethyl ester), 5 mg ml?) durante 10 min a 22°C en tubos
eppendorf. Después, 200 uL PBS 0.1 M (pH 7.0) y 250 pL de azocaseina (Sigma
Aldrich) 2% (p/v) en PBS fueron afadidos e incubados durante 1 h a 22°C. La
reaccion fue detenida afiadiendo 500 pL de &cido tricloroacético 10% (v/v)
incubando durante 30 min a 22°C. Después, los tubos fueron centrifugados a 6000
X g por 5 min. El sobrenadante (0.1 mL) fue transferido a una microplaca que
contenia 0.1 mL de hidréxido de sodio 1 N por pozo. La absorbancia fue medida a

450 nm en un lector de microplacas.
6.4.3 Lisozima
Se utilizé el método de Lange et al. (2001). Se afiadio 100 pL de moco intestinal a

1.9 mL de una suspension de Micrococcus lysodeikticus (0.2 mgml?t) en PBS 0.05

M (pH 7.2). La reaccion se realiz6 a 25°C y la absorbancia fue medida a 570 nm a
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los 0.5 y 4.5 min en un espectrofotdbmetro (Bio-Rad, Smartspec Plus). Una unidad
de lisozima se define como la cantidad de moco intestinal que causa disminucién

de absorbancia de 0.001 unidades por minuto.

6.4.4 Inmunoglobulina Ay G (IgA-IgG)

Se midi6 IgG e IgA de moco intestinal mediante ELISA de acuerdo a Cuesta et al.
(2004). Una microplaca de 96 pozos fue cubierta con 0.1 mL de la muestra (0.1
mL anticuerpo como control positivo y 0.1 mL de PBS como blanco) y se incub6 a
37°C 2 h. Después se realizaron 3 lavados con PBS-Tween (5 min c/u). Los pozos
fueron bloqueados con leche descremada al 5% e incubados 2 h T.A. Se realizo
otra serie de lavados y se afiadiéo 0.1 mL de 1gG (IgA) conejo anti-cabra diluidos
(lgG 1.1000, IgA 1:100) a cada pozo, y se incub6 durante 1.5 h a 37 °C. Se
realiz6 otra serie de lavados. El proceso de revelado fue realizado con O-
fenilendiamina dihidrocloruro (OPD, Sigma Aldrich). La reaccion se detuvo
afadiendo 25 pL de H2SO4 2 M, la microplaca se ley6 a 405 nm. Los negativos

consistieron en muestras sin el anticuerpo.

6.5 Andlisis estadistico

Para el bioensayo se utilizaron 24 animales (4 animales por grupo), y se muestreo
una réplica por cada animal para su posterior analisis. Se utilizé el programa
StatSoft, Inc. (2011) STATISTICA (data analysis software system), versién 10 para
los andlisis estadisticos. Se calcularon las medias + el error estandar de la media.
Se realiz6é un analisis de la varianza (ANOVA) de una via para determinar el efecto
de las distintas dietas sobre parametros de respuesta antioxidante e inmune. Para
la determinacion de diferencias significativas entre medias se utilizo la prueba de

Tukey. Se consideraron diferencias significativas cuando p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Cuantificacién de proteina

Los resultados obtenidos tras la cuantificacion de proteina (Tabla Il) indican que
hubo diferencias significativas en la concentracion proteica entre los distintos
grupos para 7 tejidos, siendo estos abomaso, duodeno, yeyuno, ciego, colon,
higado y musculo. Hubo un aumento con respecto al control en abomaso,
duodeno, yeyuno, ciego y musculo, mientras que para higado, los valores

tendieron a ser menor en el grupo 3 (Ss2.5) y en el resto fueron iguales al control.



Tabla Il. Efecto de la suplementacion en dieta de Sargassum spp. en proteina total de los 12 tejidos muestreados.

Tejido Control S3 Ss2.5 Ss2.5+S3 Ssb5 Ss5+S3

Rumen 2.62 + 0.63* 4.62 + 0.39* 424 + 0.40*® 4.05 + 0.56* 3.09 + 054* 413 + 0.28°
Omaso 263 + 0.322 487 + 0.76* 357 + 0.40* 236 + 0.64* 3.80 + 0.82 4.37 £ 0.042
Abomaso 265 + 0.49% 465 + 0.61* 6.34 + 0.32" 6.21 + 0.51®° 5.08 + 0.37° 538 + 0.56°
Duodeno 431 + 0.46% 6.91 + 0.71%¢ 8.13 + 0.83%° 967 + 1.23° 8.79 * 1.32° 473 + 0.2%
Yeyuno 6.59 + 0.51* 13.6 + 0.2° 19.2 + 1.05¢ 11.7 + 2.01° 10.7 + 0.3 8.48 * 0.58%
Ciego 489 + 0.6 895 + 0.5° 9.1 + 0.94° 919 * 151° 764 + 0.83* 7.33 + 0.2
Colon 6.08 + 0.38* 6.26 *+ 0.65% 13 + 1.15" 496 + 1.57° 6.58 + .42° 483 + 0.22°
Higado 13.98 + 0.4% 122 + 1.18% 742 + 0.572 12,9 + 3.69® 155 + 2.12% 17.1 = 0.89°
Bazo 9.10 + 1.08 9,52 + 0.51* 123 + 1.3? 10.7 + 2.48* 143 + 0.96* 114 + .53?

Rifién 6.73 + 0592 6.27 + 0.82* 982 + 1.43* 6.83 + 1.05* 7.70 + 0.69* 8.06 + 0.84°
Musculo 2.63 * 0.39% 4.05 + 0.39% 444 + 0.47° 484 + 0.19° 500 * 0.26° 3.31 + 0.37%
Moco Intestinal 823 + 0.7¢0 855 + 0.48* 561 + 053* 527 + 1.9° 5.85 + 0.182 6.3 + 0.55°

abcdistintas literales en la misma fila indican diferencias estadisticas significativas entre grupos dentro del mismo

tejido (p<0.05).

S3: sebo rancio 3%; Ss2.5: Sargassum spp. 2.5 %; Ss2.5+S3: Sargassum ssp 2.5% + sebo rancio 3%; Ss5:

Sargassum spp. 5%; Ss5+S3: Sargassum spp. 5% + sebo rancio 3%.

23



24

7.2 Respuesta antioxidante

7.2.1 Superoéxido dismutasa

En la Tabla Il se reportan las determinaciones de la actividad superoxido
dismutasa de los 12 tejidos analizados. Existieron diferencias estadisticas
significativas (p<0.05) en 6 tejidos (abomaso, yeyuno, colon, riidbn musculo y
moco intestinal). Dichas diferencias variaron entre tejido y tratamiento. En
abomaso el tratamiento S3 fue el que presentd diferencias estadisticas con
respecto al control. El tratamiento (Ss5) (18 U/mg proteina) de igual manera
estuvo numéricamente por encima del control (13 U/mg proteina). Sin embargo, no
se encontraron diferencias con respecto a éste. Los grupos de reto (Ss2.5+S3;
Ss5+S3) tuvieron valores cercanos al control, lo cual fue lo esperado. En yeyuno,
los grupos 4, 5y 6 presentaron diferencias estadisticas significativas con respecto
al control. Se esperaba que el grupo 5 (al igual que el 3) arrojaran este tipo de
resultados, pero esto no se esperaba de los grupos 4 y 6 (Sargassum spp. en
combinaciéon con sebo rancio en teoria ganarian indices de SOD cercanos al
control al ser un agente antioxidante (Sargassum spp) y oxidante (sebo) de tal
manera que se anularian las cargas). En colon de nuevo ocurrié que el grupo 4
presentara diferencias con respecto al control, siendo incluso este el Unico grupo
que las presenté. En rifidn los grupos 4 y 5 presentaron diferencias con respecto al
control, resultados similares a los obtenidos en yeyuno. ElI musculo fue el tejido
donde mayor actividad SOD fue observada, se encontré diferencias estadisticas
significativas en el grupo 5 con respecto al control. Por ultimo, en moco intestinal
los grupos 4 y 6 fueron los que presentaron diferencias significativas con respecto
al control, de nuevo, se remarca que este tipo de resultados no eran esperados en

dichos grupos tratamiento.
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Tabla lll. Determinaciones de la actividad superoxido dismutasa de las distintas dietas suministradas a los caprinos

en los 12 tejidos. Unidades expresadas en U/mg proteina.

Tejido Control S3 Ss2.5 Ss2.5+S3 Ssb Ss5+S3

Rumen 3.2 + 0.2 859 + 0.7° 564 + 052 558 + 22 7.67 + 2.8° 6.12 + 0.7
Omaso 22.04 + 0.92 249 + 4.8 179 + 1.1° 323 + 942 1453 + 3.62 115 + 0.52
Abomaso 13.83 + 1.6% 37.2 + 1.6¢ 10.1 £ 1.3° 9.1 + 1.2¢ 18.6 + 2.22 15 + 1.8*
Duodeno 7.00 £+ 1.42 575 + 0.42 3.64 £ 0.22 3.34 + 0.62 3.81 + 0.7 10.3 + 3.9°
Yeyuno 1.16 + 0.42 1.61 + 0.42 359 + 0.1%¢ 6.28 * 0.9° 6.81 + 0.1° 5.55 = 0.6%
Ciego 1155 + 2.3 9.34 + 1.1° 13.1 + 1.82 9.1 + 2.6 16.4 + 3.2¢ 11.8 + 0.4°
Colon 2.63 = 0.62 263 + 0.7 3 + 04% 731 + 2.1° 422 + 0.7% 6.43 + 0.7
Higado 485 + 0.3? 8.55 + 0.62 6.6 + 1.0? 7.37 £ 0.62 7.14 + 0.72 6.98 + 1.0?
Bazo 9.61 + 1.8 124 + 1.92 12.3 + 1.02 12.7 + 3.3 7.63 + 0.8° 104 + 1.5°
Rifion 428 + 12 9.8 + 1.2 10.4 + 1.9% 17.6 + 3.3° 16.86 + 1.9° 8.88 + 1.9%
Musculo 1855 + 0.6% 21.4 + 1.0* 22.1 + 2.9% 18.3 + 0.32 34.26 + 4.7° 21.3 + 3.3%®

Moco intestinal 135 + 0.2° 1.59 0.6% 6.35 + 1.5% 11 + 3.2 6.04 1.09% 158 + 1.3°

1+
+
+

abe distintas literales en la misma fila indican diferencias estadisticas significativas entre grupos dentro del mismo
tejido (p<0.05)
S3: sebo rancio 3%; Ss2.5: Sargassum spp. 2.5 %; Ss2.5+S3: Sargassum ssp 2.5% + sebo rancio 3%; Ss5:

Sargassum spp. 5%; Ss5+S3: Sargassum spp. 5% + sebo rancio 3%.
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7.2.2 Catalasa

Por otra parte en la actividad catalasa (Tabla IV) solamente se vieron afectados
significativamente 3 de los tejidos (omaso, bazo y moco intestinal) lo que da
indice a que la suplementacion de Sargassum spp. en la dieta de caprinos no

comprometio la actividad catalasa dentro los parametros de este estudio.

7.3 Respuestainmune

7.3.1 Mieloperoxidasa

En la Figura 4 se muestra la determinacién de mieloperoxidasa en moco intestinal.
Como se puede observar los tratamientos 3 (Ss2.5) y 5 (Ss5) fueron los que
presentaron diferencias significativas con respecto al control mientras que los
tratamientos 2, 4 y 6 no son significativamente distintos con respecto al control ni
entre ellos. En la Figura 5 se encuentra el comportamiento en la actividad
mieloperoxidasa durante 6 muestreos (1 semana entre cada muestreo). La
actividad catalitica se mantiene constante entre los 3 primeros muestreos pero a
partir del 4to se dan tanto decrementos (control y S3) como incrementos (Ss2.5,
Ss2.5+S3, Ss5, Ss5+S3).
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Tabla IV. Determinaciones de la actividad catalasa de las distintas dietas suministradas a los caprinos en los 12

tejidos. Unidades expresadas en U/mg proteina.

Tejido Control Ss2.5 Ss2.5+S3 Ss5 Ss5+S3

Rumen 0.67 + 0.15 0.35 + 0.05 0.31 + 0.05 0.44 + 0.08 0.50 + 0.09 0.33 + 0.04
Omaso 0.64 + 0.08% 0.29 + 0.062 0.41 + 0.042 0.85 + 0.19* 043 + 0.1* 0.29 + 0.042
Abomaso 0.72 + 0.17 0.52 = 0.15 0.37 = 0.09 0.25 =+ 0.04 050 %= 0.30 0.23 = 0.03
Duodeno 0.45 = 0.07 0.24 = 0.06 0.22 + 0.02 050 =+ 0.34 0.25 = 0.01 0.42 = 0.08
Yeyuno 0.30 = 0.03 0.17 = 0.03 0.12 = 0.00 0.25 = 0.10 0.17 = 0.02 0.18 = 0.02
Ciego 0.23 = 0.04 0.18 = 0.03 0.16 = 0.03 0.13 = 0.06 0.18 = 0.03 0.16 = 0.01
Colon 0.34 = 0.07 0.22 = 0.03 0.14 = 0.03 0.36 = 0.17 0.20 = 0.02 0.24 = 0.05
Higado 0.04 = 0.00 0.20 = 0.03 0.39 = 0.06 0.30 = 0.21 0.16 = 0.04 0.12 = 0.03
Bazo 0.08 + 0.012 0.14 + 0.03* 0.14 + 0.012 0.29 + 0.09* 0.12 + 0.04®® 0.01 + 0.012
Rifién 0.41 = 0.04 0.47 + 0.06 0.29 + 0.04 0.30 + 0.04 0.36 = 0.04 0.34 + 0.04
Musculo 0.37 + 0.04 0.47 + 0.06 0.38 + 0.07 0.29 + 0.04 0.28 £ 0.07 0.45 + 0.08
Moco intestinal 0.08 + 02 031 + 0.14® 0.34 + 0.021* 0.76 + 0.22° 0.24 + 0.05* 0.38 0.09%
abe distintas literales en la misma fila indican diferencias estadisticas significativas entre grupos dentro del mismo

tejido (p<0.05)

S3: sebo rancio 3%; Ss2.5: Sargassum spp. 2.5 %; Ss2.5+S3: Sargassum ssp 2.5% + sebo rancio 3%; Ssb:

Sargassum spp. 5%; Ss5+S3: Sargassum spp. 5% + sebo rancio 3%.
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Figura 4. Efecto de la inclusion del alga marina Sargassum spp. en la dieta de
caprinos en crecimiento sobre la actividad de la enzima mieloperoxidasa en moco
intestinal. Unidades expresadas en U/mg proteina.

abc|ndica diferencias significativas entre grupos.
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Figura 5. Efectos de la inclusién del alga marina Sargassum spp. y sebo rancio en la dieta de caprinos en

crecimiento sobre la actividad de la enzima mieloperoxidasa en suero. Unidades expresadas en U/mL.
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7.3.2 Antiproteasa

Se representa la actividad antiproteasa (Figura 6) en moco intestinal expresada
como el porcentaje de inhibicidn de tripsina. El tratamiento 2 fue significativamente
distinto al control y a los tratamientos 3, 5 y 6 al tener un porcentaje de inhibicion
menor que dicho grupo. El tratamiento 5 es significativamente diferente al control
pero no a los tratamientos 2 y 3. El tratamiento 5 tuvo diferencias significativas con
respecto al resto de los tratamientos incluyendo el control. En la cinética de
actividad antiproteasa (Figura 7), se observa un decremento en dicha actividad en
los tratamientos 2, 3, 4, 5y 6 con respecto al control en el muestreo 2, mientras
qgue a partir del tercer muestreo se observa un ajuste entre los tratamientos 2, 5y
6 con respecto al control, de ese punto en adelante se mantuvo un incremento

sustancial a lo largo del resto de los muestreos.
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Figura 6. Efectos de la inclusién del alga marina Sargassum spp. Yy sebo rancio
en la dieta de caprinos en crecimiento sobre la actividad antiproteasa en moco
intestinal. Unidades expresadas en % de inhibicién de Tripsina.

abcd|ndica diferencias significativas entre grupos.
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Figura 7. Efectos de la inclusién del alga marina Sargassum spp. Yy sebo rancio en la dieta de caprinos en

crecimiento sobre la actividad antiproteasa en suero. Unidades expresadas en % de inhibicién de Tripsina.
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7.3.3 Lisozima

En la Figura 8 se muestra la determinacion de la actividad lisozima. El grupo
tratamiento que presento diferencias significativas con respecto al control y al
resto de los grupos fue el nimero 4. En la cinética de lisozima (Figura 9) el
comportamiento de dicha enzima fue erratico para la mayoria de los grupos, los
grupos presentaron altibajos a lo largo de las 6 semanas. EXxisti6 una correlacion
entre el grupo Ss2.5 y Ss2.5+S3, en la tercera semana tuvieron un pico de
actividad (16 y 15 U/mL respectivamente) por encima del resto de los grupos. Sin
embargo, para la 4ta semana dicha actividad decrecié hasta alrededor de las 5
U/mL. Los grupos Ss5 y Ss5+S3 fueron los que tuvieron menor indice de actividad

lisozima incluso por debajo del control.
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Figura 8. Efectos de la inclusién del alga marina Sargassum spp. Yy sebo rancio
en la dieta de caprinos en crecimiento sobre la actividad lisozima en moco
intestinal. Unidades expresadas en U/mg proteina.

abcindica diferencias significativas entre grupos.



34

20
18 - d mCtfi =S3 ®mSs25 mS8s25+83 w85 Ss5+S83

16 - abc

14 -

10 +

Lisozima (UfmL)

R )] co
!

1 2 3 4 5 6
Tiempo (semanas)

Figura 9. Efectos de la inclusion del alga marina Sargassum spp. Yy sebo rancio en la dieta de caprinos en
crecimiento sobre la actividad lisozima en suero. Unidades expresadas en U/mL.
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7.3.4 InmunoglobulinaAy G

Se midieron las absorbancias para IgA e IgG de moco intestinal de los 6 grupos.
En la Figura 10 correspondiente a IgA los tratamientos 2, 3, 4 y 6 son
significativamente distintos al control mientras que el 5to tratamiento no las tuvo.
El 4to tratamiento presento los mayores valores de absorbancia lo que le adjudico
diferencias significativas con respecto al resto de los grupos. En la Figura 11 se
presentan las absorbancias para IgG, los grupos 2, 4 y 6 fueron los que
presentaron diferencias significativas con respecto al control inclusive los grupos 2

y 6 fueron los tratamientos con mayor diferencias entre grupos.
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Figura 9. Efectos de la inclusion del alga marina Sargassum spp. en la dieta de
caprinos en crecimiento sobre la Inmunoglobulina A en moco intestinal. Unidades
expresadas en absorbancia a 405 nm.

abc|ndica diferencias significativas entre grupos.
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Figura 10. Efectos de la inclusién del alga marina Sargassum spp. en la dieta de
caprinos en crecimiento sobre la inmunoglobulina G en moco intestinal. Unidades
expresadas en absorbancia a 405 nm.

abc|ndica diferencias significativas entre grupos.
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8. DISCUSION

8.1 Suplementacion con Sargassum spp. Yy reto con sebo rancio

Los beneficios del uso de macroalgas como suplemento de la dieta animal estan
dados en parte por los valores nutricionales (Evans & Critchley, 2014) y en
particular, por la presencia de elementos/compuestos antioxidantes e
inmunoestimulantes como lo son polisacaridos sulfatados, carotenoides,
polifenoles, vitaminas y minerales (Sachindra et al., 2007; Devi et al.,, 2008;
Garcia-Casal et al., 2009; Michalak et al., 2011; Hwang et al., 2015). En el
presente trabajo se suplementaron caprinos con Sargassum spp., este conjugado
de macroalgas se localiza en aguas tropicales y subtropicales. En México se les
encuentra en forma muy abundante en todas las costas; particularmente en la
costa oeste del Golfo de California donde se ha estimado se llegan a generar
hasta 183, 000 toneladas. Es por esta razon que se decidid utilizar estas
macroalgas al ser un recurso abundante y de poco aprovechamiento comercial. Se
manejaron dos porcentajes de suplementaciéon, 2.5 y 5%. Casas-Valdez et al.
(2005) suplementaron la dieta de caprinos con Sargassum spp. al 25%, por lo
contrario, en un ensayo previo se utilizaron porcentajes cercanos (10 y 20%) al
establecido por Casas-Valdez et al. (2005) con la aparicion de signos (a mayor
porcentaje de alga menor consumo de alimento, bajas ganancias de peso con
respecto al grupo control) no benéficos para los animales (datos no publicados).
Es asi como se llegé y mantuvo la suplementacién de Sargassum spp. al 2.5y
5%.

Las grasas y aceites en contacto con el aire y humedad y a ciertas temperaturas
sufren cambios en su naturaleza quimica. Estas alteraciones reciben comiunmente
el nombre de rancidez. La rancidez puede darse por dos vias: una hidrolitica que
consiste en la hidrolisis de los triglicéridos en acidos grasos y glicerina que se lleva
a cabo por lipasas que son producidas por algunos microorganismos. La segunda

via, oxidativa, se debe a la oxidaciones de los dobles enlaces de los acidos grasos
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insaturados con formacion de peroxidos (Barreiro, 2006). En el bioensayo
establecido, el sebo fue previamente calentado y expuesto al ambiente esperando
favorecer una rancidez por la segunda via antes de retar a los animales. Vazquez-
Anon et al. (2008) reportan que vacas alimentadas con aceite de soya oxidado
llega a generar mayores indices de actividad SOD en plasma que aquellas que
fueron alimentadas con aceite no oxidado, esto como parte del mecanismo natural
del cuerpo para reducir la carga de especies reactivas. De igual manera Cortes et
al. (2012) encontraron que al suplementar con infusiones de aceite de linio no
oxidado, este aceite no tuvo efecto alguno en la actividad SOD en plasma. Esto
nos indica que el sebo efectivamente se encontraba oxidado al reflejar mayor
actividad de SOD y algunos pardmetros de respuesta inmune con respecto al
grupo control como describen Vazquez-Anon et al (2008) y Cortes et al (2012), sin
embargo no podemos asegurar que su rancidez fue exclusivamente mediante la

via oxidativa.

8.2 Cuantificacion de proteina

Las proteinas son sustancias organicas que estan compuestas de aminodacidos,
siendo algunos esenciales para el organismo. Las proteinas son de gran
importancia y tienen distintas y variadas funciones como estructurales o de
construccion, reguladora, defensiva, transporte y energia. De tal manera que
llegan a ser un indicador de salud. En animales son los principales constituyentes
de todos los tejidos corporales y fluidos tales como piel, pelaje, musculo, hueso,
organos vitales y enzimas (Schaefer, 1946). Tras realizar la cuantificacién de
proteina de los distintos tejidos, se observo que 7 de ellos presentaron diferencias
estadisticas significativas (p<0.05). En la mayoria de los tejidos la concentracion
proteica era mayor en los animales suplementados con Sargassum spp. que los
retados con sebo rancio con respecto al control. Ademas, los grupos de reto
sebo/macroalga presentaron valores cercanos a los grupos suplementados con

Sargassum spp. Uno de los tejidos con mayor importancia en la produccion animal
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es el musculo, en este estudio se cuantificaron bajas concentracion de proteina en
musculo (podria ser debido a una incompleta homogenizacién de las muestras),
aun asi se encontré un mayor contenido proteico en los grupos suplementados al
25 y 5% con respecto al control (p<0.05). Esto nos indica que una dieta
suplementada con Sargassum spp. bajo los porcentajes establecidos llega a
promover el desarrollo de més tejido muscular lo cual se traduce como ganancia

en peso.

8.3 Actividad antioxidante

8.3.1 Superoéxido dismutasa

Las superdxido dismutasas son parte del sistema de defensa enzimatico contra el
decaimiento oxidativo mediante la transformacion del anion superdxido en
peroxido de hidrogeno (H202). En las células animales se encuentran tres tipos de
SOD: la primera dependiente de cobre-zinc y se encuentra en el citosol, la
segunda dependiente de manganeso se localiza en la matriz mitocondrial y la
tercera no depende de algun cofactor y es extra celular, altos indices de estos tres
tipos de SOD se expresan en el rifidn (Gongora et al., 2008).

Kannan et al. (2007) determinaron en cabras el efecto de extractos de algas
marinas sobre la respuesta antioxidante en suero. Reportan que la actividad SOD
se vio reducida con respecto al control. Marchi et al. (2015) evaluaron el efecto del
aceite de girasol y semilla de linaza sobre la respuesta antioxidante en vacas
lecheras. Reportan que no hubo diferencias estadisticas significativas (p<0.05) en
la determinacién de SOD con respecto al control. En contraste a lo citado, de los
12 tejidos analizados 6 (abomaso, yeyuno, colon, riidn musculo y moco intestinal)
de ellos presentaron mayores indices en la determinacion de SOD con respecto al
control, dichos tejidos pertenecieron principalmente al grupo 4 a excepcién de
abomaso y musculo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Sgorlon.
(2004), Saker et al. (2004) y Mohanta et al. (2015). Sgorlon et al. (2004) evaluaron
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en ovejas el papel de la vitamina E y compuestos naturales de licopeno y
polifenoles en la actividad de SOD mediante RT-qPCR. Reportan que los niveles
de transcritos de SOD en plasma aumentaron. Saker et al. (2004) observé un
incremento en la actividad SOD en llamas alimentadas con Ascophyllum nodosum
y expuestas a estrés por temperatura. Por otra parte Mohanta et al. (2015)
reportan que al suplementar cabras con vitamina E éstas incrementaban su
actividad SOD ante el reto con arsénico.

Estos es importante ya que se ha visto que el estrés oxidativo se puede asociar a
un incremento en la incidencia de desordenes sanitarios tales como tetania de los
prados (milk fever) y desplazamiento del abomaso (Miller et al., 1993). Walsh et al.
(1993). Mencionan que en el caso de la miopatia nutricional degenerativa en
ovinos, el incremento de los peroxidos induce necrosis del musculo esquelético y
cardiaco. Ledbetter et al. (2001), indican que bajo condiciones de alto estrés tales
como en una mastitis, los radicales hidroxilo liberados por neutréfilos infiltrados
causan dafios en las células mamarias. En aves el estrés oxidativo se ha
relacionado con el desarrollo de enfermedades como ascitis en pollos de engorda
e higado graso en gallinas ponedoras (Enkvetchakul et al., 1993; Diaz-Cruz et al.,
1996).

En abomaso, el grupo con sebo presentd la mayor cantidad de SOD (37 U/mg
proteina) seguido del grupo con macroalga al 5% (18 U/mg proteina). Igualmente
se encontraron diferencias en yeyuno, colon y moco intestinal. Estos resultados
nos indican que, una dieta suplementada con Sargassum spp. puede llegar a
aumentar la capacidad antioxidante de algunos tejidos del sistema gastro-
instestinal. En rifidn se encontraron diferencias significativas en el grupo 4 por
encima del control lo que indica que a pesar de haber tenido una alimentacion
retada con sebo rancio durante 6 semanas las cabras aun presentaban la
capacidad de suprimir al anién superéxido. Por dltimo en musculo, si bien como se
reporté en la cuantificacion de proteina presenté bajos niveles de ésta, se

observaron altos valores de SOD en todos los tratamientos, presentando
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diferencias significativas en el grupo 5 (Sargassum spp. 5%) con respecto al
control. Estos es importante ya que uno de los aspectos mas importantes en la
produccion animal es la calidad de la carne (Surai, 2002). El color de la carne es
usualmente relacionado con el pH y a su contenido de mioglobina (James et al.,
2002) y algun cambio en su coloracién esta directamente relacionada con la
oxidacion de la oximiglobina a metamioglobina (Schaefer et al., 1995), por tanto
suponemos que el incremento de SOD en musculo debido a la suplementacion
con Sargassum spp. mejora la capacidad antioxidante protegiendo contra la

oxidacion de la oximiglobina.

8.3.2 Catalasa

Calatasa (CAT) es la enzima encargada de la deplecién reductiva de H202 en
agua. Se expresa en la mayoria de las células, 6rganos y tejidos y también se
expresa en elevadas concentraciones en higado y eritrocitos, esta enzima utiliza
como cofactores al grupo hemo y al manganeso (Sung et al., 2013). Los estudios
de suplementacion animal donde han determinado esta enzima ademas de
glutation peroxidasa son contrastantes. Sgorlon et al., (2006) tras determinar
glutation peroxidasa en ovejas suplementadas con vitamina E, licopeno y
polifenoles reportan que no hubo cambio en la actividad de dicha enzima. Anugu
et al., (2012) reportan que la actividad glutation peroxidasa se ve incrementada
tras administrar repetidas inyecciones de vitamina E en ovejas. Marchi et al.
(2015) determinaron catalasa y glutation peroxidasa tras evaluar el efecto del
aceite de girasol y semilla de linaza sobre la respuesta antioxidante en vacas
lecheras. Reportan que no hubo diferencias estadisticas significativas (p<0.05) en
la determinacion de catalasa y glutation peroxidasa con respecto al control.

En cambio, en este estudio, tras realizar las determinaciones de catalasa se
identificaron diferencias estadisticas significativas Gnicamente en 3 tejidos omaso,
bazo y moco intestinal. Se esperaria que en los tejidos donde se reflejaron

diferencias estadisticas significativas de SOD también se presentaran en CAT, sin
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embargo, esto no fue asi. A continuacién se describe una posible explicacién para
esto. Se conoce de dos tipos de sistemas, por un lado se encuentra el sistema
SOD/CAT y por otro el sistema glutation peroxidasa/glutation reductasa
(GPx/IGRd) (Cisneros Prego et al., 1997). Se ha observado que ambos sistemas
no acttan a la par; CAT actia en presencia de altas concentraciones de H20:2 y
GPx lo hace a concentraciones bajas, o que demuestra una correlacion inversa en
la actividad de ambas enzimas (Lam et al.,, 1993). De tal manera que,
probablemente, bajos las condiciones establecidas en este experimento las
células estén optando por la via de la deplecion del peréxido mediante la glutation

peroxidasa.

8.4 Respuestainmune

8.4.1 Lisozima

La lisozima es una enzima que destruye las paredes celulares bacterianas, esto
mediante la hidrélisis de los enlaces glucosidicos B (1->4) del acido N-
acetilmuramico (NAM) a N-acetilglucosamina (NAG) (Voet & Voet, 2004). Ademas
participa en la opsonizacién de las bacterias para posteriormente ser éstas
fagocitadas. Es una enzima importante del sistema inmune innato y se encuentra
presente en moco, plasma, 6rganos linfoides y otros fluidos. Los rumiantes en
contraste con los humanos producen muy bajos niveles de lisozima en su leche
(Hettinga et al., 2011). Cooper et al. (2013) alimentaron lechones con leche de
cabra transgénica, ésta leche con altos indices de lisozima puede ayudar a la
recuperacion de la diarrea causada por infecciones bacterianas en el tracto
gastrointestinal. Mas recientemente Wells et al. (2015) realizaron un bioensayo
con lechones probaron una dieta con antibioticos y otra con lisozima ante el reto
con organismos patdgenos. Reportan que la lisozima puede efectivamente
reemplazar a los antibiéticos en la dieta de lechones. De tal manera, el hecho de

generar productos con altos indices de esta enzima son de interés para el
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mercado al darle un valor agregado. En este estudio la actividad de lisozima en
moco intestinal solamente se vio afectada en el grupo 4 (Ss2.5+S3). Esto nos
hace suponer que el sebo esté siendo identificado como un compuesto extrafio y
por ende el sistema inmune innato entre en accion. Sin embargo, tomando como
base lo anterior, dicho comportamiento también seria visto en los grupos 2 (S3) y 6
(Ss5+S3). En la cinética de suero existié una correlacion entre el grupo Ss2.5 y
Ss2.5+S3, en la tercera semana tuvieron un pico de actividad (16 y 15 U/mL
respectivamente) por encima del resto de los grupos. Al igual que en moco
intestinal de nuevo el grupo 4 tuvo altos indices de actividad catalitica, sin
embargo, en este caso el grupo 3 (Ss2.5) tuvo incluso mayor actividad que el
grupo 4. Esto es importante ya que como se menciond anteriormente, las
tendencias actuales buscan el suplementar la leche de rumiantes y de esta
manera tratar una serie de enfermedades infecciosas en los mismos animales
(lechones) e incluso en humanos, ademas, los trabajos citados mencionan la
manipulacion genética de cabras, 6sea transgénicos, lo que actualmente aun no
es bien visto ante la sociedad en comparacion con nuestro trabajo el cual es una
suplementacién de la dieta de caprinos con Sargassum spp. un conjunto de

macroalgas naturales y con poca utilidad comercial.

8.4.2 Mieloperoxidasa

La mieloperoxidasa (MPO) es una glucoproteina que se distribuye ampliamente en
los leucocitos (neutréfilos y monocitos). Los neutréfilos llegan a contener hasta 4
tipos de MPO. Este sistema al entrar en contacto con el peroxido de hidrégeno
(H202) forma un complejo enzima sustrato con una fuerte capacidad oxidativa.
Este complejo se combina con haluros (principalmente cloruros) que se oxida para
formar el acido hipocloroso (HOCI) que, presenta un gran potencial toxico para las
bacterias. En las dietas suplementadas, los grupos 3 y 5 (Sargassum spp. 2.5y
5%, respectivamente) fueron los Unicos que presentaron diferencias estadisticas

significativas por encima del control. Altos indices esta enzima podrian estar
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indicando una estimulacion de neutrdéfilos, estas células son de los principales
mecanismos de defensa en el sistema inmune innato en el combate de bacterias y
otros organismos patdgenos (Mayer-Scholl et al., 2004), sin embargo, altos indices
de estas células por prolongado tiempo puede guiar hacia el desarrollo de
enfermedades autoinmunes (Nemeth & Mocsai, 2012).

En la cinética de mieloperoxidasa (Figura 9) se observa una estabilidad en la
actividad de ésta enzima durante las primeras 3 semanas. A partir de la 3ra
semana se ven cambios con respecto a los grupos tratamiento. La actividad
enzimatica del tratamiento 3 (2.5% Sargassum spp.) se mantuvo en incremento
incluso hasta la sexta semana, el tratamiento 6 tuvo un maximo en la quinta
semana para después caer drasticamente en la sexta. Siendo esta enzima un
indicador indirecto de la actividad de las células polimorfonucleares (Faurschou &
Borregaard, 2003), con base en los datos obtenidos podemos inferir que
Sargassum spp. al 2.5% llega a estimular la actividad de los neutrofilos incluso
mejor que utilizando esta macroalga a mayores porcentajes (5%) donde no se vio
cambios significativos, también se observa un incremento significativo en el grupo
de reto con macroalga al 5%, sin embargo, la drastica disminucién de la actividad
de esta enzima nos habla de una posible inhibicién o regulacién de la actividad de
células PMN.

8.4.3 Antiproteasa

En los fluidos corporales llegamos a encontrar varios inhibidores de proteasas,
como al-antiproteasa, a2-antiplasmina, a2-macroglobulina, que han demostrado
restringir la capacidad de las bacterias para desarrollarse en el hospedero (Farady
& Craik, 2010). Tras determinar la actividad antiproteasa en moco, el grupo 5
(Ssb5) presentdé mayor actividad con respecto al grupo control. Esto podria deberse
a que probablemente la macroalga contenga alguno de los compuestos
mencionados anteriormente y a este porcentaje (5%) lleguen integros al intestino

delgado. Por otra parte el resto de los grupos presentaron valores cercanos e
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incluso por debajo (grupos 2 y 4) que el grupo control. Indicando que, por lo
contrario esta serie de compuestos moduladores estén decayendo. Este tipo de
agentes se relaciona con la respuesta inmune innata al impedir la colonizaciéon de
bacterias, de tal manera que bajos indices no son lo apropiado para la salud del
animal. En la cinética de antiproteasa en suero (Figura 7), se observa un
incremento lineal en la mayoria de los grupos, por encima del control a excepcion
del grupo 2 (S3) por lo contrario a lo visto en moco intestinal, en suero se observa
un aumento en la actividad antiproteasa. Los grupos con la macroalga (Ss2.5 y
Ssb) fueron los que tuvieron mayor porcentaje de inhibicidn proteolitica seguidos

de los otros grupos tratamiento.

8.4.4 Inmunoglobulina Ay G

Las inmunoglobulinas o anticuerpos se producen en los linfocitos B. Son proteinas
gue se forman en la respuesta inmune para combinarse especificamente y con

gran fuerza a antigenos (Parham, 2005).

IgG: Es la mas abundante en el organismo (85% de las inmunoglobulinas) y se
encuentra distribuida en todo el cuerpo. Entre sus funciones estan: participar en la
respuesta inmune secundaria, fijar complemento, atravesar la barrera placentaria,
intervenir en la neutralizacion de toxinas bacterianas, unirse por su fragmento
cristalizable (Fc) a macréfagos y neutréfilos, actuar como opsonina y estimular la
quimiotaxis. En el moco intestinal, los grupos 2, 4 y 6 presentaron diferencias
estadisticas significativas con respecto al control, siendo el grupo 2 el que
presento mayor absorbancia y el 6 menor absorbancia. En esta determinacion
ocurre un suceso muy particular. ElI grupo 2 (S3) logra obtener muy altas
absorbancias podriamos decir que una vez finalizado el reto, existi6 algun
compuesto(s) que logré/logaron ser identificados como inmunogénicos y por ende
se despertd una respuesta inmune adaptativa. Los grupos 3y 5 (Ss2.5 y Ss5) no

presentaron absorbancias fuera de lo basal (aun asi la absorbancia del grupos 5
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fue mayor con respecto al grupo 3). Cuando se suministré Sargassum spp. + sebo
rancio en sus dos variantes se observdé un decremento en las absorbancias
(grupos 4 y 6) con respecto al grupo 2 (considerando al grupo 2 como pro-
oxidante), dichas absorbancias cayeron drasticamente en el grupo 6. Por lo tanto
con base en lo mencionado anteriormente, podemos asumir que la Sargassum
spp. desempefid un papel modulador de la respuesta inmune. Por algun
mecanismo logré regular el dafio generado por el sebo rancio tras una larga

exposicidn a este compuesto.

IgA: También llamada inmunoglobulina secretora, se encuentra fundamentalmente
en el tracto digestivo, respiratorio y urinario. Representa del 5 al 15% de las
inmunoglobulinas. La IgA neutraliza virus y toxinas bacterianas ademas puede
activar el complemento por la via alterna conocida como via de la properdina. Tras
realizar la deteccion de IgA en moco mediante ELISA, los grupos 2, 3, 4y 6
presentaron diferencias estadisticas significativas con respecto al control, siendo
el grupo 4 (Ss2.5+S3) el que presento la mayor absorbancia a 405 nm. Estos
resultados concuerdan con posteriores determinaciones, donde éste fluido
presento altos indices de actividad antioxidante e inmune. El moco (intestinal en
este caso) contiene glucoproteinas, proteoglucanos y enzimas que protegen las
células epiteliales del dafio y ayudan a limitar la infecciobn, de esta manera
representa una barrera fisica y quimica bien mantenida que impide el acceso de la

mayor parte de los patdgenos a las células y los tejidos corporales.
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9. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones establecidas en este trabajo, la suplementacion de la dieta de
cabras con Sargassum spp. logré estimular una respuesta antioxidante (SOD) e
inmune (mieloperoxidasa Ssb5, antiproteasa Ss5, IgA Ss2.5 ) que varia de tejido a
tejido dependiendo del porcentaje de suplementacion utilizado.

Los tejidos con mayor contenido proteico, actividad antioxidante e inmune, y que
ademas presentaron diferencias estadisticas significativas, fueron yeyuno,
musculo y moco intestinal. De forma que se presume son los principales

exponentes de dichos parametros fisiol0gicos en este trabajo.

En la fase de reto, el sebo rancio llegé a estimular los mismos parametros de
respuesta antioxidante e inmune que la propia suplementacion con Sargassum
spp., siendo incluso en algunos casos mayor que la estimulacion generada por la

propia macroalga.
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10. RECOMENDACIONES

En varios trabajos han utilizado otras fuentes exdgenas para estresar a los
animales tales como organismos patdégenos, compuestos toxicos, aceites
oxidados y simulaciones de transporte y manejo animal. En dichos trabajos fue
mas evidente la generacion de ROS, por lo tanto se recomienda considerar alguna

de estas fuentes o métodos de estrés para posteriores estudios.

Los resultados de cinética de mieloperoxidasa y antiproteasa indican que durante
las primeras semanas de tratamiento no hubo cambios o diferencias notables en
su actividad enzimatica. Sin embargo, se pudieron apreciar cambios de la tercera
semana en adelante. Se recomienda que para posteriores estudios se omitan los
muestreos de las primeras semanas y se muestree a partir de la tercer semana de
esta manera se estarian acortando costos de material y reactivos para el

procesamiento de dichas muestras.

Se recomienda medir glutation peroxidasa ademas de catalasa, esto debido a que
en este estudio presentd bajos indices de actividad. Ademas existe literatura que
remarca que la glutation peroxidasa en la enzima por excelencia para

descomponer al peréxido de hidrégeno en animales.

En lisozima se encontraron altos valores de esta enzima en el grupo 3 (Ss2.5) con
respecto al control en suero. Se recomienda realizar en posteriores estudios
realizar la determinacion de lisozima en leche para establecer si en efecto
Sargassum spp. estimula la actividad enzimatica de dicha enzima y ésta puede ser

transferida a los productos lacteos derivados.

Se muestrearon 12 tejidos para observar si habia algun tejido/s que pudieran
servir como indicadores o banderas de la respuesta antioxidante e inmune y de

esta manera estar en condiciones de proponerlos como potenciales candidatos
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7

para futuros trabajos de respuesta antioxidante 6 inmune e incluso, de estrés

oxidativo.
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