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RESUMEN

Los curitos o bucos (Hoplosternum littorale), se encuentra en toda América del
Sur, especificamente desde Venezuela hasta Argentina. Son peces suramericanos
pertenecientes a la familia Callichthyidae y se encuentran ampliamente distribuidos en
los llanos de Venezuela. Se caracterizan por tener un cuerpo olivaceo oscuro, cubierto
por dos series de placas Oseas, boca terminal y sin dientes en los adultos vy tallas
pequefas que oscilan entre 150 a 200 mm de largo estandar. Durante la estacion seca se
mantienen en charcas aisladas, las que pueden habitar debido a la posesion de
adaptaciones fisiologicas y anatomicas, tal como la posibilidad de respirar aire,
gracias a una modificacion del tracto digestivo. Esta respiracion accesoria los torna
aptos para vivir en areas pantanosas pobres en oxigeno. Se observa ademas en la especie
un dimorfismo sexual caracterizado por un macho mas grande y con la aleta pectoral
modificada armada de un proceso espinoso fuerte ademas de la construcciéon de un
nido flotante a base de restos vegetales y burbujas y un cuido tenaz de la cria por parte
del macho. La especie H. littorale es considerada como omnivora, ya que consume
algas asociadas al fondo pero principalmente micro crustaceos y larvas de insectos. Por
tratarse de una especie poco aprovechada en nuestro pais y de gran potencial comercial
en los mercados de Trinidad hasta la Unién Europea donde es considerada una
exquisitez, el objetivo de evaluar la variacion de los lipidos y las proteinas del curito
(Hoplosternum littorale) Hancock, 1828 en dos diferentes épocas del afio. Se
observaron diferencias significativas (P<0,05) en cuanto a la variacién entre las dos
etapas evaluadas de la grasa , la proteina y la cenizas aumentando tanto la grasa como la
proteina en la etapa 2 y disminuyendo la cenizas; la humedad se mantuvo invariable. El
contenido de grasas en la etapa 2 aumenta, notandose también un incremento en el

contenido de testosterona y estradiol mientras que para el colesterol la se observa una



disminucion lo que refleja una relacién inversamente proporcional del colesterol con
las dos hormonas dado que la disminucién de colesterol coincide con aumentos de

testosterona y estradiol.
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I.- INTRODUCCION

Venezuela posee una inmensa red hidrografica continental en la cual habitan
un gran numero de especies de peces de importancia comercial, tanto desde el punto de
vista de consumo como peces que por su belleza son famosos como mascotas en la
industria de la acuariofilia (Machado-Allison, 1993; Mago-Leccia, 1978; Novoa y

Ramos, 1978, 1982; Royeto, 1993).

Otros forman parte del folklore o mitos como los curitos (Hoplosternum
littorale); al que se le atribuye un potencial efecto sexual lo que le vale el ser
considerado una exquisitez en los mercados de Trinidad, Guayana Francesa, Surinam,

Union Europea y otros paises.

Los curitos o0 bucos son peces suramericanos pertenecientes a la familia
Callichthyidae y se encuentran ampliamente distribuidos en los llanos de Venezuela
(Mago, 1970). Se caracterizan por tener un cuerpo olivaceo oscuro, cubierto por dos
series de placas Oseas, boca terminal y sin dientes en los adultos y tallas pequefias que

oscilan entre 150 a 200 mm de largo estandar.

Durante la estacién seca se mantienen en charcas aisladas, las que pueden
habitar debido a la posesion de adaptaciones fisiologicas y anatémicas, tal como la
posibilidad de respirar aire gracias a una modificacion del tracto digestivo (Carter y
Beadle, 1931) Esta respiracion accesoria los torna aptos para vivir en areas pantanosas

pobres en oxigeno (Hostache & Mol, 1998; Brauner y col., 1999).



Se observa ademés en la especie un dimorfismo sexual caracterizado por un
macho mas grande y con la aleta pectoral modificada armada de un proceso espinoso
fuerte ademas de la construccién de un nido flotante a base de restos vegetales y
burbujas y un cuido tenaz de la cria por parte del macho (Machado-Allison y Zares,

1984).

La explotacion pesquera de esta especie esta restringida a zonas riberefias de los
rios llaneros, areas lagunares y esteros formados en los bajos llanos siendo este pez
particularmente abundante durante el periodo de sequia, cuando el volumen de agua
disminuye y los animales se concentran en los pozos que quedan aislados en los Ilanos

cuando los rios bajan sus niveles y llegan a su nivel normal.

El objetivo del presente estudio es el de evaluar la variacion de los lipidos y las
proteinas del curito (Hoplosternum littorale) (Hancock, 1828) en dos diferentes epocas

del afio.



I1.- ANTECEDENTES
1.- CARACTERISTICAS DEL CURITO

El curito o busco, (Hoplosternum littorale) es un pez suramericano
dulceacuicolas pertenecientes a la familia Callichthyidae que esta conformada por
aproximadamente 116 especies agrupadas en ocho géneros, cuyo nombre comun varia
de acuerdo a la localidad de origen conocido en Venezuela como busco o curito
(Machado-Allison, 1986), atipa en la Guyana Francesa, cascaruda en Trinidad y
Tobago (Singh, 1978), tamuata en Brasil ( Tuma, 1978), y en Estados Unidos donde es
una especie introducida como brown hoplo y armored catfish (Nico y col, 1996). En
el Delta del Orinoco los Warao le dan el nombre de jorogene. (Novoa, 1982) en
Guyana Francesa, Kareous (indios Palikur), Kaliwalou (indios Galibis) y Katina
KouiKoui (indios Saramacas) (Boujard y Maunier, 1991) y en Surinam se llaman

KwiKwi y Hassar en Guyana (Singh, 1978).

El curito se caracteriza por tener un cuerpo olivaceo oscuro, cubierto por dos
series de placas 0Oseas, boca terminal y sin dientes en los adultos y tallas pequefias que
oscilan entre 150 y 200 mm de largo estandar, un par de barbillones rectos en cada lado
de la boca, aletas caudales surcada, los huesos de la cintura escapular estan expuestos
formando escudos Oseos. Las aletas son del mismo color aunque las membranas
interrradiales pueden ser un poco mas oscuras. Extremo distal de los radios caudales es
de color blanco en algunos individuos o por lo menos mas claros que el resto. La
relacion altura / longitud de cabeza es de 1,7. EIl perfil de la cabeza es ligeramente
concavo. Sus 0jos son pequefios y caben mas de dos veces en la distancia comprendida
entre el hueso post orbital y el extremo dseo del opérculo (Burgess, 1989 citado en
Galvis y col., 2006). Hocico deprimido, la distancia inter orbital mayor o igual a la

altura de la cabeza: coracoides extendido en la superficie del abdomen entre las bases
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de las aletas pectorales (Castro, 1994; Salinas, 1998; Ferreira y col, 1998 citados en
Salinas y Agudelo, 2000). Poseen adaptaciones fisiol6gicas y anatdmicas, particulares
como la posibilidad de efectuar una respiracion aérea gracias a una modificacion del

tracto digestivo (Carter y Beadle, 1931).

Se observa un marcado dimorfismo sexual siendo los machos de la especie de un
mayor tamafio que las hembras y presentando ademéas estos unas aletas pectorales
modificadas armadas de un proceso espinoso fuerte alargadas y curvadas (figural) las
cuales segun se observo en acuarios pueden ser usadas como armas durante los ataques

agresivos con la funcion de proteger a las crias. (Machado-Allison, 1984).

Los machos construyen y cuidan un nido fabricado de restos vegetales y espuma.
A principios del periodo de inundacién de los llanos de Venezuela, los machos
construyen nidos flotantes de aproximadamente 20 cm de diametro. Estos nidos son
fabricados con pedazos de material vegetal cementado por una secrecion viscosa
producida por el paso de aire a través de las branquias. EI material vegetal esta
constituido principalmente por trozos cortados de (Paja de agua, Paspalum repens),
ramas Y tallos de cuji (Mimosa picra) y la estructura generalmente anclada a los tallos
flotantes de Neptunia prostarata. Estos nidos cupulares son facilmente observables a
distancia debido a la limpieza vegetal del area y a la gran cantidad de espuma blanca

que rodea a la estructura. (Machado-Allison, 1984).

La parte inferior del nido esta constituida por una cdmara de forma redondeada
u ovalada que el macho llena de burbujas de aire producidas por la eyeccién violenta de

aire bajo el agua. La hembra examina el area de burbujas y el macho se coloca en



posicion vertical permitiendo que la hembra se acerque e introduzca liquido espermatico

en su boca.

Figura 1.Vista lateral de un macho arribay una hembra debajo de Hoplosternum
littorale en la cual se destaca el desarrollo diferencial de la espina pectoral

Fuente: (Machado-Allison, 1984)

Ella entonces va al fondo para un pequefio descanso y sube a la superficie con
una pequefia cantidad de huevos colocados entre sus aletas pélvicas. Primero, mezcla
la esperma de su boca con las burbujas previamente depositadas por el macho,
posteriormente, se coloca boca arriba colocando los huevos dentro de la masa de
espuma. Después de esto, el proceso se repite varias veces hasta que el macho expulsa
a la hembra, pero no hace ningun esfuerzo por cuidar los huevos, los cuales nacen en
aproximadamente 96 horas a una temperatura de 80 grados Fahrenheit. (Breder y Rosen,

1966).
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Las hembras desovan una sola vez por estacion colocando sus huevos en forma
de masa compacta dentro del nido, pero los machos acumulan hasta seis masas ovigeras

por nido.

La estructura particular de este nido de burbujas flotante en esta especie, ademas
de las posibilidades de servir de proteccion, incubacion y suministro de oxigeno para
los huevos, se utiliza para reducir el ataque de otras especies, permitiendo a los machos
esconder la presencia de huevos previamente depositados y lograr el cortejo de otras

hembras (Machado-Allison, 1983).

En lo que se refiere a su alimentacion estos son tipicamente omnivoros,
consumen principalmente algas asociadas al fondo (Ferreira y col. 1998 citado en
Salinas y Agudelo, 2000) tales como: Scenedesmus sp., Cyclotella sp., Pediastrum sp.,
Cosmarium sp., y Mycrocystis sp.; pero principalmente micro crustaceos y larvas de
insectos, especialmente quironomidos, que viven en el fondo de rios y lagos con
cumulos de detritos organicos (Santos, G. y col, 2006). Esta especie posee un habito
reproductivo complejo que incluye: dimorfismo sexual caracterizado por un macho mas
grande y con la aleta pectoral modificada armada de un proceso espinoso fuerte; la
construccién de un nido flotante a base de restos vegetales y burbujas y un cuido tenaz

de la cria por parte del macho (Machado-Allison y Zaret, 1984).

En nuestro pais el periodo de reproduccion dura aproximadamente tres meses y
se encuentra acoplado con el comienzo de las lluvias, el desborde de los rios e
inundaciones de las sabanas bajas. (Ferreira y col., 1998 citado en Salinas y Agudelo,
2000). Los autores sefialan que se reproduce al inicio de la creciente en el medio

Amazonas, construyendo nidos con restos de plantas en areas marginales rasas. Cuidan
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de la prole hasta que las larvas nadan activamente. La fecundidad media varia entre
3500 y 10200 ovocitos por postura. Es posible encontrar ejemplares maduros a partir de
9 cm de longitud; dimorfismo sexual secundario; las espinas pectorales son mayores,
mas robustas y con las puntas curvas en los machos durante el periodo reproductivo

(Santos, G. y col, 2006).

2.- COMPOSICION QUIMICA DEL PESCADO

La composicion quimica de los peces varia considerablemente entre las
diferentes especies y también entre individuos de una misma especie, dependiendo de la
edad, sexo, medio ambiente y estacion del afio. Los principales constituyentes de los

peces y los mamiferos pueden ser divididos en las mismas categorias.

Proteinas

Generalmente las proteinas del musculo del pez se dividen en tres grupos: un
primer grupo conformado por las llamadas proteinas estructurales (actina, miosina,
tropomiosina y actomiosina), que constituyen el 70-80 por ciento del contenido total de
proteinas. Estas proteinas son solubles en soluciones salinas neutras de alta fuerza
ionica (> 0,5 M) un segundo grupo que lo constituyen las proteinas sarcoplasmaticas
(mioalbdmina, globulina y enzimas), que son solubles en soluciones salinas neutras de
baja fuerza ionica (0,15 M). Esta fraccién constituye el 25-30 por ciento del total de
proteinas y finalmente las proteinas del tejido conectivo (colageno), que constituyen
aproximadamente el 3 por ciento del total de las proteinas en teledsteos y cerca del 10
por ciento en elasmobranquios (comparado con el 17 por ciento en mamiferos) (Huss,

1999).
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Las proteinas estructurales conforman el aparato contractil responsable de los
movimientos musculares. La composicion de aminoacidos es aproximadamente la
misma que en las correspondientes proteinas del masculo de mamiferos, a pesar de que
las propiedades fisicas pueden ser ligeramente diferentes. El punto isoeléctrico (PI) esta
alrededor del pH 4,5-5,5. A estos valores de pH las proteinas presentan su menor
solubilidad. La conformacion de la molécula proteica se mantiene estabilizada por las
moléculas de agua que rodean a la proteina. Esta agua a baja temperatura forma una
estructura ordenada, formando cristales de hielo pequefios durante la congelacion lenta
y cristales de hielo grandes durante la congelacion réapida, por lo que las uniones
hidrofobicas se rompen en ambos casos, causando cambios de conformacién de las
proteinas. Esta teoria considera que el principal mecanismo desencadenante de la
desnaturalizacion por congelacion, es el arreglo que se produce; a bajas temperaturas;
de las moléculas de agua que rodean a la proteina; otras causas de la desnaturalizacién
de las proteinas son la auto-oxidacion, el efecto de las proteinas solubles en agua y las
reacciones con los lipidos. (Venugopal y Shahidi, 1996) .Durante el almacenamiento
congelado durante periodos de tiempo prolongados, existe una disminucion en la
extractabilidad de las proteinas (Gonzalez, 2001; Srikar y col., 1989)

El 97% de las proteinas de la carne esta constituida por proteinas solubles en
solucidn salina y estas Gltimas a su vez contienen un 65-70% de proteinas miofibrilares
(miosina y actina), las cuales son las responsables de la retencion del agua en el tejido
muscular, ademas de ser muy susceptibles a la desnaturalizacion durante el
procesamiento y al almacenamiento en congelacion (Cheftel y Cheftel, 1989).

El método de proteinas totales extraibles en solucion salina, permite estudiar las
variaciones que sufren las mismas durante el almacenamiento congelado, ya que estas

constituyen un alto porcentaje de las proteinas totales del pescado las cuales se ven
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afectadas en sus propiedades funcionales como consecuencia de agentes
desnaturalizantes tales como; la temperatura y el tiempo de almacenamiento congelado,
de alli que usualmente se utilicen estos métodos como indice del grado de

desnaturalizacion de las proteinas ( Lopez, 2006).

3.- COMPUESTOS EXTRACTABLES QUE CONTIENEN NITROGENO

Los compuestos extractables que contienen nitrogeno pueden definirse como
compuestos de naturaleza no proteica, solubles en agua, de bajo peso molecular y que
contienen nitrdgeno. Esta fraccion NNP (nitrdbgeno no proteico) constituye en los

teledsteos entre un 9 y un 18 por ciento del nitrégeno total.

Los principales componentes de esta fraccion son: bases volatiles como el

amoniaco y el oOxido de trimetilamina (OTMA), creatina, aminoacidos libres,

nucledtidos y bases purinicas y en el caso de peces cartilaginosos, urea. (Huss, 1999)

Lipidos

Los lipidos presentes en las especies de peces 6seos pueden ser divididos en dos
grandes grupos: los fosfolipidos y los trigliceridos. Los fosfolipidos constituyen la
estructura integral de la unidad de membranas en la célula, por lo tanto, a menudo se le
denomina lipidos estructurales. Los triacilgliceroles (triglicéridos) son esteres de
alcohol glicerol y acidos grasos Los trigliceridos son lipidos empleados para el
almacenamiento de energia en depositos de grasas, generalmente dentro de células
especiales rodeadas por una membrana fosfolipidica y una red de colageno

relativamente debil. Los triglicéridos son a menudo denominados depdsitos de grasa.
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Algunos peces contienen ceras esterificadas como parte de sus depdsitos de grasa.
(Huss, 1999). Los triglicéridos son los principales constituyentes de todas las grasas y
aceites, incluyendo el tejido adiposo de los peces, representando el mayor porcentaje del

componente graso de los alimentos, segun Badui (2006).

Las especies de pescado pueden ser clasificadas en magras o grasas dependiendo
de como almacenan los lipidos de reserva energética. Los pescados magros usan el
higado como su deposito de energia y las especies grasas almacenan lipidos en células
grasas en todas partes del cuerpo. (Manual de métodos fisico quimicos para evaluar la

calidad de productos acuicolas).

El masculo blanco de un pez magro tipico como el bacalao, contiene menos del
1 por ciento de lipidos. De este porcentaje, los fosfolipidos constituyen el 90 por ciento
(Ackman, 1980). La fraccion fosfolipidica en el pescado magro consiste en un 69 por
ciento de fosfatidil-colina, 19 por ciento de fosfatil-etanolamina y 5 por ciento de
fosfatidil-serina. Adicionalmente, existen otros fosfolipidos pero en cantidades

inferiores.

Todos los fosfolipidos se encuentran almacenados en las estructuras de la
membrana, incluyendo la membrana celular, el reticulo endoplasmatico y otros sistemas
tubulares intracelulares, como también en membranas de los organelos como las
mitocondrias. Ademas de fosfolipidos, las membranas también contienen colesterol, que
contribuye a la rigidez de la membrana. En el tejido muscular de pescados magros se
puede encontrar colesterol hasta en un 6 por ciento del total de los lipidos. Este nivel es

similar al encontrado en los mdsculos de mamiferos (Huss, 1999).
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Las células grasas que constituyen los depositos de lipidos en las especies
grasas, estan localizadas generalmente en el tejido subcutaneo, en los musculos del
vientre y en los musculos que mueven las aletas y la cola. En algunas especies que
almacenan cantidades extraordinariamente elevadas de lipidos, la grasa también puede
ser depositada en la cavidad ventral. Dependiendo de la cantidad de acidos grasos
poliinsaturados, la mayor parte de las grasas en el pescado son mas o menos liquidas a

baja temperatura.

Finalmente, los depositos de grasa también se encuentran esparcidos por toda la
estructura muscular. La concentracion de células grasas parece ser mas elevada cerca de
las miocomatas y en las regiones entre el musculo blanco y el oscuro (Kiessling y col.,

1991).

4.- COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS EN EL MUSCULO DE CURITO

Erazo (2000) en un estudio realizado sobre Aspectos biométricos y poblacionales
del curito Hoplosernum littorale (Siluriformes, Callichthyidae) y pautas para su manejo
sostenible en las sabanas inundadas del Estado Portuguesa, sefialo que se observa que
en general los acidos grasos saturados representan los acidos mas abundantes en el
musculo del curito, seguidos por los &cidos grasos monoinsaturados Yy los acidos
grasos poliinsaturados que se encuentran en menor concentracion. Este patron se repitio
en todos los meses muestreados, siendo el 4&cido palmitico el que se encuentra en
mayor concentracion en el masculo del curito. Inhamuns y Franco (2001) y Luzia y
col, (2003) en un estudio realizado sobre composicion de los fosfolipidos totales y

neutrales en Mapara (Hipophthalmus sp.) observaron una disminucion considerable del
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acido palmitico para el mes de Abril la cual coincide con la llegada de las lluvias en el
estado Guarico y por ende la época de reproduccidn de esta especie, por ende los niveles
de grasa disminuyeron, ya que parte de la grasa la utiliza esta especie entre los meses de

marzo y abril para los procesos de maduracién ovarica.

5.- COLESTEROL

El colesterol es un lipido anfipatico y como tal, es un componente estructural
esencial de membranas de la capa exterior de las lipoproteinas plasmaticas. Ademas las
lipoproteinas transportan en la circulacion colesterol libre, donde facilmente se equilibra
con el colesterol de otras lipoproteinas y en las membranas. El ester de colesterilo es

una forma de almacenamiento de colesterol encontrada en la mayor parte de los tejidos.

El colesterol se encuentra en los tejidos en las lipoproteinas plasmaticas como
colesterol libre o combinado con &cidos grasos de cadena larga como esteres de
colesterilo. Es sintetizado en numerosos tejidos a partir de acetil-CoA y finalmente
eliminado del cuerpo en la bilis como colesterol o como sales biliares. Es el precursor
de todos los demas esteroides del organismo, como corticosteroides, hormonas sexuales,

acidos biliares y vitamina D (Harper, 1992).

Es importante determinar el contenido de colesterol del curito, por tratarse este
pescado de un producto de consumo tradicional en la region de los llanos venezolano
ya que como se ha comprobado existe una relacion aparente entre la incidencia de
enfermedades coronarias y los niveles altos de colesterol en la sangre (Seo, Kowtha y
Williamson, 1995). Por consiguiente, la evaluacion del contenido de colesterol en el
musculo y en la grasa visceral del curito nos aportara otras virtudes que hacen de esta

una especie con un alto potencial para la pesca ornamental.
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En la tabla 1 se muestra la variacion del contenido de colesterol en el musculo
y la grasa del curito, obtenidos por Contreras, Y. (2008). En general, se observa que la
mayor concentracion de colesterol se obtuvo en la grasa visceral al igual que ocurrié en
el contenido de triglicéridos, posiblemente esta grasa la utilizara la especie para el
periodo de reproduccién.
Tabla 1.- Variacion del contenido de colesterol (mg/100g) en el musculoy

en la grasa visceral del curito (Hoplosternum littorale) durante diferentes meses de
la época de sequia

Meses Colesterol en el Colesterol en
musculo grasa visceral
(mg/1009) (mg/1009)
F2006 33,672+ 4,81 194,162 +18,31
M2006 23,992+5 33 179,682 +22,03
A2006 19,602+0,10 51,33+7,26
F2007 26,602 +3,69 121,66+4,81
M2007 17,96+2,66 103,12+0,42

NOTA: Letras iguales significa que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre ellas
Fuente: (Contreras, Y., 2008)

El autor sefiald que los niveles de colesterol en el masculo del curito, son menores
a los reportados para otras especies de agua dulce; Nettleton y Exler, 1992 en un
estudio realizado sobre nutrientes en los peces silvestres, y de cria y mariscos afirmaron
que los niveles de colesterol en el musculo del Bagre de canal se encontraron entre 58 y
61 mg/100g para la especie salvaje y cultivada respectivamente. También Moreira y col.
(2001) reportaron que en el salmon criollo (Brycon microlepis) la concentracion de
colesterol fue 45,17 mg/100g. Sin embargo, en un estudio de Vila y col. (2005) en
Brasil, reportaron que para la tilapia (Oreochromis niloticus) los niveles de colesterol se

encontraron entre 8,20 y 10,05 mg/ 100g.
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Compuestos derivados del colesterol
Testosterona

La testosterona es el andrdgeno suprarrenal méas potente producido por los
testiculos, se elabora en el macho para promover el desarrollo de las caracteristicas
sexuales secundarias, los efectos son méas pronunciados en la pubertad, pero sin
embargo la testosterona debe también estar presente en el desarrollo posterior para
producir una adecuada expresion del sexo masculino en el adulto. La testosterona
también se produce en los foliculos ovéricos en maduracion, utilizandolas estos tejidos
como precursora en la formacién del estradiol, la hormona esteroidea que produce las
caracteristicas tipicas secundaria de las Hembras, y que promueve el ciclo sexual

normal.

Laurence y Evans en un trabajo sobre influencia de la testosterona y hormona
luteinizante en el desarrollo sexual precoz en la trucha arco iris concluyen que el
estimulo de testosterona es suficiente para inducir la aparicion del desarrollo sexual en

los machos inmaduros, pero no las hembras.

Pavlick, R. y Moberg, G. (1997) en su trabajo sobre el efecto de la
administracion crénica de testosterona en esturion blanco (Asipenser Transmontanus)
encontraron que la testosterona exdgena no tuvo ningin efecto sobre las
concentraciones plasmaticas de gonadotropinas (stGTH) pero que el tratamiento con
testosterona a largo plazo estimula la acumulacion de stGTHs pituitaria en los juveniles

como los previtelogenicos esturiones blancos.
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Una metodologia aplicada para la determinacion de la testosterona se basa en
las técnicas de ELISA. El ensayo inmuno-absorbente ligado a enzimas (ELISA) utiliza
como sus siglas lo indican una enzima como marcador para mediar la formacién de
complejos antigeno-anticuerpo. (Guzman-Vazquez, E., 2004)

http://www.medigraphic.com/medi-artemisa

Principio general del Kit ELISA

Segun Guzman-Vazquez, 2004 se presenta una placa recubierta de un anticuerpo
(de hormona, corticoide, beta-agonista dependiendo del analisis que llevemos a cabo).
Los estandares (controles positivos y negativos de dichas sustancias) y las muestras son
afiadidos a sus pocillos correspondientes e incubados durante un periodo de tiempo
determinado a temperatura ambiente. Posteriormente se afiade un marcador enzimatico
e incubado durante un tiempo. Transcurrido éste, los pocillos son lavados, se afiade un
substrato enzimatico y el cromdgeno, que permitirad una reaccion de color. Después del
periodo de incubacion, indicado en cada Kit, se afiade una solucion de paro de la
reaccion y se lee la placa en el lector de microplacas a una determinada longitud de
onda pudiendo asi interpretar los resultados por comparacion con los estandares.

Casi todas las pruebas ELISA son ensayos en fase solida en los cuales se
adsorbe un antigeno o un anticuerpo sobre un soporte solido. Algunos de los protocolos
se basan en reacciones de enlace competitivo y otras en reacciones de enlace no
competitivo, pero en todas las pruebas ELISA se requiere de un paso de separacion para
eliminar el conjugado enzimatico libre antes de proceder a determinar la cantidad de
conjugado enzimatico enlazado, para lo cual se afiade sustrato enzimatico y se mide la

reaccion catalitica entre la enzima y el sustrato. En el método ELISA de inhibicién el
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cambio de color se reduce, porque la actividad enzimatica se inhibe cuando el

anticuerpo se enlaza al conjugado enzimatico. (Guzman-Véazquez, E., 2004)

La prueba ELISA se basa en varias teorias: 1) El antigeno y anticuerpo pueden
enlazarse a una superficie portadora insoluble y retener su reactividad inmunolégica; 2)
Las enzimas tienen actividad especifica alta y convierten una cantidad relativamente
grande de sustrato en producto detectable, o que permite detectar concentraciones muy
bajas del ligando; 3) La actividad enzimatica o reactividad inmunolégica de los
conjugados se preserva y permanece estable durante el andlisis y el almacenamiento; y

4) Las enzimas no estan presentes en el liquido bioldgico que se va a analizar.

Los anticuerpos utilizados en el método ELISA son de origen monoclonal o
policlonal que se suministran como antisuero no fraccionado o fracciones de
inmunoglobulina purificada, pueden ser solubles o estar inmoviles en un soporte sélido,
son empleados como conjugados no marcados 0 enzimaticos y por ultimo reaccionan
con un antigénico especifico de un antigeno o de un anticuerpo ligando-especifico

(anticuerpo primario) segun el protocolo de analisis.

Las combinaciones de enzima y sustrato que se emplean en los diversos métodos
ELISA incluyen: 1) Peroxidasa de rabano y su sustrato, peroxido de hidrogeno que en
presencia de un cromégeno como o-fenilendiamina produce un producto color amarillo-
naranja medible; 2) Galactosidasa beta y su sustrato o-nitrofenil-beta-
Dgalactopiranésido que se transforma en un producto nitrofenolado amarillento

medible; o 3) Fosfatas alcalina y su sustrato p-nitrofenilfosfato que también se

21



transforma en nitrofenolato. Se utiliza &cido sulfarico para inhibir la actividad

enzimatica y estabilizar el producto final de reaccidn que tiene color.

Ensayos de enlace competitivo

Los ELISA en fase solida, no competitivos se utilizan para determinar antigenos,
haptenos o anticuerpos. Aqui el ligando no marcado compite con un ligando conjugado
con enzima por un numero limitado de sitios de enlace con el anticuerpo inmovilizado,
y siguiendo el protocolo se retira el ligando no reactante, para asi poder relacionar
inversamente la cantidad de producto que se forma con la concentracion del ligando no

marcado en la muestra problema.

Ensayos de enlace no competitivo

Son denominados también, técnicas del emparedado y son los métodos mas
utilizados para determinar antigenos que por lo menos tienen dos determinantes
antigénicos, como fase solida pueden ser utilizadas perlas de poliestireno en donde se
absorbe un exceso de anticuerpos generalmente monoclonales, y se sigue el protocolo
de trabajo retirando también como en los casos anteriores el exceso de antigeno presente
no unido. (Guzman-Vazquez, E., 2004)

http://www.medigraphic.com/medi-artemisa

Esta metodologia puede usarse para determinar concentraciones de testosterona
utilizando el kit comercial como son el kit DRG Testosterone ELISA, que €S un
ensayo en fase solida de inmuno absorcién unido a enzimas (ELISA), basado en el
principio de unidon competitiva. Los pocillos de las placas estdn recubiertos con un

anticuerpo monoclonal dirigido contra un foci antigénico en la molécula Testosterona.
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En las muestras de analisis testosterona compite con un conjugado Testosterona-
peréxidasa de rabano en la union al anticuerpo inmovilizado. Después de la incubacion
el conjugado no unido se lava. La cantidad de conjugado de peroxidasa unido es
inversamente proporcional a la concentracion de Testosterona en la muestra. Después de
la adicion de la solucidn sustrato, la intensidad de color desarrollado es inversamente

proporcional a la concentracion de Testosterona en la muestra del paciente.

Estradiol

Es una hormona esteroide C18 con un anillo fenolico. Esta hormona esteroide
tiene un peso molecular de 272,4 Dalton. Es el mas potente de estrogeno natural,
producido principalmente por el ovario, la placenta, y en menor cantidad por la corteza
suprarrenal y los testiculos masculinos.

El E2 induce cambios metabolicos y altera el aporte de metabolitos en el higado
para estimular la sintesis hepatica de vitelogenina en las hembras de teledsteos (De
Vlaming et al., 1980; Norberg y Haux, 1985; Kishida et al., 1992;Kishida y Specker,
1993). En tilapia, Oreochromis mossambicus, se ha evidenciado que el E2 induce la
sintesis de dos formas de vitelogenina, que presentan niveles plasmaticos diferentes y
que son captadas por el ovocito (Kishida y Specker, 1993). Si bien se habia
considerado la vitelogenina como una proteina exclusivamente de las hembras, se ha
visto que esta presente en machos de diversas especies y que, en estos, el E2 también
induce variaciones en los niveles de vitelogenina (Copeland et al., 1986; Ding et al.,
1989).

Ademas de la induccion de la sintesis y secrecion de vitelogenina, el E2 presenta
otros efectos metabdlicos en el higado. En algunas especies se ha comprobado que el E2

altera el metabolismo de carbohidratos, estimulando la degradacion del glucégeno
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hepético, que aporta glucosa para la oxidacién aerdbica en diversos tejidos. Asi, se ha
observado un incremento de los enzimas metabolicos de la glucolisis y un descenso del
glucdgeno hepatico en peces tratados con E2 (Petersen et al., 1983; Ng et al., 1984).

El descenso del glucogeno hepatico parece estar relacionado, entre otros aspectos,
con los requerimientos energéticos para la sintesis de vitelogenina (Korsgaard y
Mommesen, 1993).

En los salmdnidos también se ha estudiado el efecto del E2 sobre el metabolismo
de carbohidratos y proteinas. En estudios realizados en hembras migratorias
(vitelogénicas) se ha observado una elevada actividad gluconeogénica en el higado
(Mommsen et al., 1980). Por otro lado, en la trucha el E2 afecta al metabolismo
proteico, induciendo la conversion de aminoacidos en glucosa y aumentando el
potencial hepatico para la gluconeogénesis (Whiting y Wiggs, 1978). Durante el
proceso de sintesis de vitelogenina, el higado incorpora precursores extra hepaticos, en
forma de aminoéacidos, que aportan carbonos para la gluconeogénesis y unidades
estructurales para la formacion de proteinas (Korsgaard y Mommsen, 1993).

Por ultimo, estudios recientes sefialan que las proteinas constituyentes de la zona
radiata del ovocito no son de origen enddgeno, sino que son sintetizadas en el higado en
respuesta a la estimulacion por E2 (Oppen-Berntsen et al., 1992).

Las concentraciones de estradiol pueden cuantificarse usando un kid de ELISA.
El kit DRG Estradiol ELISA es un ensayo en fase solida de inmunoadsorcion unido a
enzimas (ELISA), basado en el principio de union competitiva.

Los pocillos de las placas estan recubiertos con un anticuerpo policlonal dirigido
contra un foci antigénico en la molécula Estradiol. En las muestras de Estradiol
compite con un conjugado Estradiol-peroxidasa de rabano en la unién al anticuerpo

inmovilizado. Después de la incubacién el conjugado no unido se lava. La cantidad de
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conjugado de peroxidasa unido es inversamente proporcional a la concentracion de
Estradiol en la muestra. Después de la adicion de la solucion sustrato, la intensidad de
color desarrollado es inversamente proporcional a la concentracién de Estradiol en la

muestra del paciente (DRG Testosterone ELISA EIA-1559, p. 22).

Castafio F y Botero J (2005) en un trabajo sobre monitoreo de los niveles de
testosterona y estradiol en el plasma sanguineo de hembras de pargo palmero Lutejanus
Analis mantenidos bajo dos termoperiodos de acondicionamiento diferentes
encontraron un incremento en el didametro medio de los oocitos, el cual coincidid y se

correlaciono con el aumento en los niveles de T y E2.

7.- VITAMINAS Y MINERALES

En general, la carne de pescado es una buena fuente de vitamina B y en el caso
de las especies grasas, tambien de vitaminas A y D. Algunas especies de agua dulce,
como la carpa, tienen una alta actividad tiaminasa, razon por la cual el contenido de
tiamina en esta especie es por lo general bajo. Respecto a los minerales, la carne de
pescado se considera una fuente particularmente valiosa de calcio y fésforo, asi como
también de hierro y cobre. Los peces de mar tienen un alto contenido de yodo. En los
cuadros siguientes se indican los contenidos aproximados de algunas vitaminas y
minerales. En la tabla 2 se muestra el contenido de vitaminas en diversas especies de
pescado. En la tabla 3 se observa el contenido de minerales en el musculo de pescado

(Murray y Burt, 1969).
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Tabla 2.- Contenido de Vitaminas en el pescado

Pescado A D B B, Niacin Acido Bs

(Ul/g) | (Ul/g) | (tiamina) | (riboflavina) | a (W/g) | Pantoténico | (W/Q)
(Wg) (W/9)

Filete de 0-50 0 0,7 0,8 20 1.7 1,7

bacalao

Filete de | 20-400 | 300- 0,4 3,0 40 10 45

arenque 1000

Aceitede | 200- | 20-300 - D34 D15 D43 -

higado de | 10000

bacalao

Higado entero

FUENTE: (Murray y Burt, 1969)

Tabla 3.- Algunos constituyentes minerales del musculo de pescado

Elemento | Valor promedio (mg/100g) | Rango (mg/100g)
Sodio 72 30-134
Potasio 278 19 - 502
Calcio 79 19 - 881
Magnesio 38 4,5 - 452
Fosforo 190 68 - 550

FUENTE: (Murray y Burt, 1969)

El contenido de vitaminas es comparable con el de los mamiferos excepto en el

caso de las vitaminas A y D, que se encuentran en grandes cantidades en la carne de las

especies grasas y en abundancia en el higado de especies como el bacalao y el

hipogloso. Debe sefialarse que el contenido de sodio en la carne de pescado es

relativamente bajo lo cual le hace apropiado para regimenes alimenticios de tal

naturaleza.

En los peces de acuicultura, se considera que el contenido de vitaminas y

minerales refleja la composicion de los constituyentes en el alimento del pez, por lo cual

los datos deben ser interpretados con gran cuidado (Maage y col., 1991). A fin de
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proteger los acidos grasos polinsaturados n-3, considerados de gran importancia tanto
para el pez como para la salud humana, debe afiadirse vitamina E en el alimento del pez,
como antioxidante. Se ha demostrado que el nivel de vitamina E presente en los tejidos
del pescado se corresponde con la concentracion afiadida en el alimento (Waagbo y

col., 1991).

Electroforesis en gel

Es una técnica ya conocida desde hace mucho tiempo que se usa para
separar moléculas en base a sus caracteristicas fisicas tales como tamario, forma y
punto isoeléctrico. Es util para separar fragmentos de ADN de distinto tamarfio y
aplicar en forma analitica (para el analisis directo) o preparativa (conseguir una
cierta cantidad), es el caso cuando se purifican moléculas antes de aplicar otros
métodos. Especificamente, la electroforesis aplicada al ADN se usa para purificar
moléculas que seran usadas, entre otros objetivos en la reaccion de PCR (reaccion
de polimerasa en cadena), clonado molecular, secuenciacion y técnicas de
inmunotransferencia. La electroforesis en gel ha tenido su mayor aplicacion para

la separacion de proteinas. (www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar )

Para realizar una electroforesis se debe elegir un soporte (papel, celulosa,
poliacrilamida, agar) sobre el que se siembra la muestra y sumergir el soporte en
una solucién dentro de una bandeja. Cuando se separan proteinas o &cidos
nucleicos cortos (oligonucledtidos) se usa acrilamida, segun la concentracion de
acrilamida se forman geles de distinta porosidad. Para asegurar el entramado del
gel se agrega una sustancia que favorece el entrecruzado formando asi el gel
conocido como poliacrilamida que se disefia de acuerdo al tipo de moléculas que

se desee separar. La electroforesis permite separar las moléculas por tamafo
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sometiéndolas a la accién de un campo eléctrico. Las moléculas se moveran
dentro de la matriz del soporte, a través de los canales del agar. Hacia uno de los
polos y la velocidad de migracion dependera de su tamafio, cuanto mas pequefias
sean se moveran mas rapidamente. www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar. Cuando se
aplica la corriente eléctrica al gel, la fuerza electromotriz mueve a las moléculas a
través de la matriz del gel hacia el anodo (electrodo positivo) si las moléculas
estan cargadas negativamente o hacia el catodo (electrodo negativo) si estan

cargadas positivamente.

Las proteinas pueden tener formas complejas y cargas diferentes en
consecuencia puede ser que proteinas del mismo tamafio no migren en el gel a
velocidades similares. Por esa razon las proteinas se desnaturalizan en presencia
del detergente dodecil- sulfato de sodio mas conocido como SDS. Este detergente
recubre a las proteinas con una carga neta negativa. Ademas, la cantidad que se
une es proporcional al tamafio de la proteina de modo que este tratamiento les
confiere una carga negativa y ademas todas las proteinas tienen una carga similar
relacionada a su masa. Las proteinas desnaturalizadas toman la forma de bastones
largos y en consecuencia la velocidad de migracion en el gel no depende de la
carga y forma sino de su tamafio. En la figura 2, se muestra una corrida
electroforética de proteinas. El peso molecular de cada banda se puede calcular

por referencia a los pesos moleculares patrones.
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Figura 2.- Corrida de electroforesis de mezclas de proteinas reveladas
con coomassie blue. Las flechas (A'y B) indican las bandas de
proteinas de referencia. Los numeros presentan bandas de proteinas

diversas.
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Fuente: www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar

Muchos autores sefialan la utilizacion del método de electroforesis SDS-PAGE,
como una técnica que permite detectar cambios moleculares en el tejido muscular del
pescado durante el almacenamiento congelado como un indice del grado de
desnaturalizacion (Le Blanc y Le Blanc, 1989; Koohmaraie y col, 1984; Arvelaiz y
Bello, 2005; Crupkin y col.1982; Tejada y col. 1996; Yutaka Shimizu and Chitra

Nandanie Wendakoon, 1990).

Las técnicas electroforéticas se han convertido en una de las principales
herramientas utilizadas para la caracterizacién de macromoléculas y para determinar su
pureza. ElI método se basa en el hecho que, algunas moléculas, tales como el ADN, el
ARN vy las proteinas, poseen una carga y son capaces de moverse cuando se colocan en
un campo eléctrico. Las separaciones por electroforesis se realizan generalmente en
geles debido a que este evita la formacion de corrientes de conveccion producidas por

pequefios gradientes de temperatura (Castillo, 2001).
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8.- IMPORTANCIA COMERCIAL DEL CURITO

La explotacion pesquera de esta especie en nuestro pais esta restringida a zonas
riberefias de los rios llaneros, areas lagunares y esteros formados en los bajos Ilanos. El
curito es particularmente abundante durante el periodo de sequia, cuando el volumen de
aguas disminuye y los animales se concentran en los pozos que quedan aislados.

(Machado-Allison, 1984)

Como se sefialé anteriormente los curitos son peces que Se caracterizan por tener
un habito alimentario de tipo detritivoro, consumen restos de vegetacion y organismos
en el fondo de los rios, sin embargo, en cautiverio aceptan sin dificultad alimento
concentrado. Se adaptan muy bien a condiciones extremas de temperaturas y
concentracion de oxigeno, caracteristicas que le confieren buen potencial para la

modalidad policultivo con la cachama y otras especies.

El curito junto con el corroncho (Hypostomus spp.,Liposarcus multiradiatus y
Aphanotorulus spp.) forman parte de nuestro folklore y mitos atribuyéndoseles al
sancocho de estos peces un potencial efecto sexual (afrodisiaco). Los curitos son
particularmente importantes, ya que salen comercialmente desde el Delta del Orinoco
hasta los mercados de Trinidad donde esta especie es considerada una exquisitez

(Cervigon, 1983) .

Con el propésito de conocer el potencial de cultivo del curito en nuestro pais y
particularmente determinar la densidad de siembra mas adecuada para lograr una talla
comercial en cautiverio se llevo a cabo un ensayo de crecimiento controlado en la
Estacion Local Guanapito, (Soldrzano y col., 2006) realizaron un disefio al azar con

cuatro tratamientos, T1 = (Tanque de concreto 200 m2 sembrado a 0,25 ind/ m2), T2=
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(0,50 ind/ m2 ), T3=(0,75ind/ m2 ) y T4 =(1,00ind/ m2 ), con suministro de alimento
concentrado Puricachama 25, el cual contenia 25% de proteina y 2,2% de grasa, a razén
del 25% de la biomasa total en el primer mes de evaluacion y 18% en los meses
restantes, evaluando el crecimiento de los peces cada 28 dias, registrando los pesos,
longitud estandar y longitud total de una muestra del 25% de los ejemplares extraidos
de los estanques, durante un periodo de seis meses. Durante el ensayo se mantuvo un
control de algunos parametros fisico-quimicos del agua como la temperatura,
transparencia, oxigeno, pH, dureza y alcalinidad, para asegurar la uniformidad de los
tratamientos. Los autores sefialaron, que las poblaciones de curito sembradas a
densidades entre 0,25 y 0,50 ind/ m? alcanzaron al final de la evaluacion, pesos
promedios de 154,58 y 148,46 g y longitudes estandar promedios de 15,80 y 15,58 cm.
respectivamente, que mostraron diferencias estadisticamente significativas a las otras
densidades ensayadas. Estos resultados indicaron que las densidades de 0,25y 0,50
individuos / m2 son las mas adecuadas para la siembra en cautiverio en las condiciones
del experimento, por lo cual, los autores sugirieron hacer a futuro una evaluacion de

costos de produccion para tener certeza de cuél de ellas genera mayores ingresos.
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I11.- OBJETIVOS

1.- Objetivo General:

e Evaluar la variacion de los lipidos y las proteinas del curito (Hoplosternum

littorale) (Hancock, 1828) en dos diferentes épocas del afio.

2.- Objetivos Especificos:

e Caracterizar las proteinas en el musculo del curito (Hoplosternum littorale) en

dos diferentes epocas del afio.

e Determinar el contenido de lipidos y colesterol, como precursor de las hormonas

estradiol y testosterona en el masculo del curito (Hoplosternum littorale) en dos

diferentes épocas del afio.

e Determinar el contenido de estradiol y testosterona en el musculo de curito

(Hoplosternum littorale) en dos diferentes épocas del afio.
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IV.- MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevo a cabo especificamente en el tejido muscular de ejemplares
hembras y machos del curito (Hoplosternum littorale) que se obtuvieron en el estado

Guarico.

1.- METODOS DE ANALISIS PARA CARACTERIZACION DE LA MUESTRA

Las siguientes determinaciones se realizaron con el musculo del curito y por

triplicado.

Proteina cruda: se realizd segin el método Micro Kjeldahl N° 47022 de

AOAC, 1980. (FACTOR 6,25)

Grasa cruda: Se procedio segun metodo N° 94302 de AOAC, 1980.

Cenizas: Se procedio segun método N°18025 de AOAC, 1980.

Humedad: Se determino por el método de perdida de peso en estufa atmosférica a

100°C segin HOAC (1995) N° 950.46.

Lipidos:

Se extrajo los lipidos totales del musculo de pescado empleando una relacion
pulpa-cloroformo-metanol de 1:6:3 (p: v :v), segin método de Folch y col. (1957). A
una alicuota de 1 ml de la fase cloroférmica, se le realizo cromatografia de capa fina
contra un estandar para separar los triglicéridos. Este analisis se realiz6 en la Seccién
de Lipidologia, en el Instituto de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de

la UCV.
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2.- ELECTROPHORESIS

Se realizO mediante el método SDS - Page: electrophoresis de gel de
dodecylsulphate - polyacramide de sodio (SDS - Page) el cual fue llevado a cabo de
acuerdo con la metodologia sefialada por Hashimoto y col. (1979). La extraccién de
proteina se realizd de acuerdo al procedimiento citado por Ashie y col. (1997); 5 g de
musculo fue homogeneizado con solucién buffer, la proteina extraida fue ajustada
siguiendo el método de Bradford, adaptandolo a la electrophoresis en polyacrylamide
12 %. Las bandas de proteinas obtenidas fueron digitalizadas y su intensidad medida

por densidad optica con el método Doc 2000 Bio — Rad (Barrero y col. 2007).

3.- PERFIL DE ESTRADIOL Y TESTOSTERONA

Los esteroides extraidos del musculo de la muestra se analizaron usando el kit
(ELISA) de Biocheck, Inc. Estradiol (E2) enzyme Inmunoassay test kit. La intensidad
de color es inversamente proporcional a la cantidad de estradiol o testosterona en la
muestra. Se leyeron las muestras contra un estandar a 650 nm y 490 nm en un
espectrofotometro de microplatos, Marca TECAN Tipo SUNRISE Absorbance
Sofware Magellan con filtros 1 (570) 2(450) 3 (492) 4(620). Las concentraciones de
las muestras fueron obtenidas midiendo y comparando la absorbancia de las muestras

contra una curva estandar.
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4.- CUANTIFICACION DE TRIGLICERIDOSY COLESTEROL EN MUSCULO
DE CURITO

Se tomd aproximadamente 1gr de musculo de pescado, se homogenizd
mecanicamente con buffer fosfato pH 7,4 a esta mezcla se le extrajeron los lipidos
totales haciendo uso del método de Folch, (1957). Después los lipidos extraidos se re
suspendieron en 500uL de hexano y se tomaron alicuotas de 10uL en tubos de ensayos
donde seguidamente se les aplicd el método enzimatico para la determinacion de
triglicéridos en suero o plasma. Para esto se utilizo el kit de TG color de Wiener lab y
para el colesterol se procedié de igual forma, utilizando el kit colesterol de Wiener lab.
El método consiste en agregar en tubos de ensayo previamente preparados, los reactivos
segun las C por 15 min y se dejaron
reposar 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se realizaron las lecturas de

absorbancia a 550 nm en un espectrofotometro modelo Genesys 2.

5.- ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos fueron tabulados en Excel y analizados con el
programa Stargraphics 6.0 mediante una prueba de ANOVA de una via, con un nivel de
significancia de 0,05. Las variables dependientes son colesterol, triglicéridos, estradiol y

testosterona las variables independiente son las etapas de muestreo.
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION
1.- Longitud y Peso de la especie

En la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos para las dimensiones de los
ejemplares de curito colectados en la primera etapa de este trabajo de investigacion.
Todos los ejemplares se clasificaron como machos de acuerdo a los criterios sefialados
por (Machado-Allison, 1984); esto puede deberse a que quizas las hembras estan en los
nidos en este periodo reproductivo, dado que estos ejemplares se recolectaron en el mes
de abril justo cuando comienzan las lluvias y la época reproductiva. El periodo de
reproduccion en nuestros llanos dura aproximadamente tres meses y se encuentra
acoplado con el comienzo de las lluvias, el desborde de los rios e inundacion de las
sabanas bajas. (Machado-Allison, 1984).

Los ejemplares muestreados en esta investigacion son ejemplares de mayor
longitud y peso que los maximos reportados por la literatura, los cuales se encuentran
en 218 mm de longitud estandar (Winemiller, 1987) y el mayor peso 207 gramos segun
Pascal, Hostache, Tessier y Vallat (1994)

En la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos para las dimensiones de los
ejemplares de curito colectados en la segunda etapa de este trabajo de investigacion, es
decir la etapa post- reproductiva. Se observa que los ejemplares, en casi su totalidad
resultaron hembras 97%.

La determinacién del sexo de los ejemplares se llevo efectuo siguiendo las
indicaciones que se consiguen en los trabajos de (Machado-Allison y Zaret, 1984) en la
gue se habla de un dimorfismo sexual marcado caracterizado por un macho mas grande

y con la aleta pectoral modificada armada de un proceso espinoso fuerte por tanto para
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Tabla 4. Longitud (cm) y masa (gr) de curito (machos) (Hoplosternum littorale)

capturados en julio 2009

Ejemplar |Peso (g) |Longitud cm)
1 222,5 21,4
2 199,4 20,7
3 208,0 21,6
4 186,6 21,5
5 169,2 20,2
6 163,4 19,6
7 164,6 20,6
8 211,6 21,9
9 201,8 21,4

10 188,8 20,4
11 194,1 21,4
12 185,2 20,5
13 188,8 20,8
14 171,7 20,4
15 142,2 19,1
16 136,0 18,8
17 155,7 20,2
18 131,0 19,3
19 136,0 18,3
20 122,6 17,8
21 143,7 19,3
22 128,2 18,3
23 133,9 18,6
24 133,8 19,5
25 125,0 18,4
Promedios | 165,7+31,2 20+1,2
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Tabla 5. Longitud (cm) y masa (gr) de curito (hembras) (Hoplosternum littorale)

capturados en Diciembre 2009.

Ejemplar Peso () Longitud (cm)
1 180,1 19,4
2 150,4 19,5
3 131,3 17,5
4 1441 18,5
5 162,7 18,4
6 110,6 17,4
7 125,0 18,0
8 128,2 18,2
9 121,2 18,0
10 133,7 18,5
12 102,8 16,9
13 110,8 17,1
14 128,8 17,5
15 114,8 17,4
16 114,6 18,0
17 1115 17,7
18 83,5 15,5
19 128,4 18,0
20 149,0 18,4
21 108,6 16,8
22 1226 17,4
23 98,9 16,5
24 97,5 18,4
25 96,5 16,0
26 123,4 17,1
27 99,3 16,2
28 143,3 18,6
29 96,9 16,4
30 103,2 16,0
31 143,6 18,0
32 85,7 16,0
33 114,6 17,2
34 104,1 16,5
Promedio 120,3 + 22,2 17,5+1,0
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la determinacion de sexos se descartaron aquellos ejemplares a los que se le habia roto

las aletas lo cual puede influir la presencia de machos dentro del lote.

2.-Andlisis proximal

Es un aspecto importante en el control de calidad del pescado debido a lo mucho
que difiere entre las diversas especies y en una misma dependiendo de la edad, sexo,
tamafio, ambiente y temporada del afio. Para el caso especifico del pescado se determina
la humedad, proteinas, grasas y cenizas. En la Tabla 6 se presenta los resultados de
analisis proximal del curito en las dos etapas evaluadas.

Tabla 6. Analisis proximal (% + DE) en el musculo de Curito (Hoplosternum
littorale) en las dos etapas de estudio

Muestras Cenizas Proteinas Grasa Humedad
Etapa 1l 1,59+0,37°2 13,67+0,672 1,57+0,04° 79,92+0,42 @
Etapa 2 0,65+0,04 " 15,55+0,15° 3,11+0,04° 80,15+1,08

Resultados de tres replicas = DS. Superindices iguales indican que no existen
diferencias significativas entre épocas (P<0,05). Resultados en base humeda

Se observd que en la etapa 1 la cual corresponde al periodo de reproduccion
(meses de lluvia) el contenido de proteinas asi como el de grasa fue menor que el
obtenido en la etapa 2 en la cual se supone a culminado el periodo de reproduccién. En
el caso de la proteina en la etapa 1 el valor fue (13,67+£0,67) mientras en la etapa 2
aumento hasta (15,55+0,15) lo que representa una variacion significativa cuando se
evalué mediante una ANOVA de una via con un nivel de significancia de 0,05. Estos
resultados no concuerdan con lo reportado por Mustafa y Madeiros, (1985); Méndez y

Gonzalez (1997), reportan que durante los diferentes periodos del afio el bagre de canal
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(Ictalurus punctatus) y la merluza Merluccius hubbsi no varian considerablemente el
contenido de proteina, igualmente Gokce y otros (2004), estudiaron la variacién
estacional de la composicién proximal y de &cidos grasos de lenguado (Solea solea) y
encontraron que los niveles de proteina fueron similares excepto en uno de los cuatro
meses estudiados. Este mismo comportamiento de no variacion de las proteinas en
diferentes épocas del afio, se han estudiado y reportado para otros peces como la
caballa, jurel, cachama, lisa, machete y pejerrey (Ayala, Barriga, Salas y Placido, 2003).
En nuestro estudio se puede decir que el sexo influye en la composicion quimica y de

alli las diferencias encontradas.

En cuanto a la humedad no se observo variacion significativa entre las dos
etapas (etapa reproductiva y etapa post-reproductiva) contrario a esto lo reportado por
Contreras, Y. (2008) reporto para el curito que en el mes de Febrero del afio 2006
obtuvo valores minimos de humedad en el mes de abril de ese mismo afio;
encontrandose alli al igual que en los trabajos de Ayala y Fernandez (2003) una relacién
inversa entre la variacion del contenido de humedad y grasas resultando que el mes con
mayor humedad es el mes de menor contenido de grasa. Por otra parte las cenizas
disminuyeron significativamente su valor al pasar de la etapa 1 y 2 pasando de
1,59+0,37 a 0,65+0,04, respectivamente En otras especies como el bagre de canal
(Ictalurus punctatus) y el lenguado (Solea solea) se han reportado que las cenizas no
son afectadas significativamente por las diferentes épocas del afio (Mustafa y Madeiros,

1985; Gokce y otros, 2004).
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3.- Triglicéridos, Colesterol, Testosterona y Estradiol

En la tabla 7 se presentan los valores obtenidos para los Triglicéridos,
Colesterol, Testosterona y Estradiol en el musculo del curito en las dos etapas
evaluadas, los cuales son de gran importancia para el estudio sabiendo que tanto el
colesterol como los triglicéridos constituyen las formas de grasa predominante en la
sangre y que ademas presentan funciones estructurales para el colesterol y energéticas
para los triglicéridos; y los efectos que sobre la reproduccion tienen tanto el estradiol

como la testosterona.

Tabla 7 Contenido de Triglicéridos (g/l + DE), Colesterol (g/gmuestrat DE),
Testosterona (ng/ml £ DE )y Estradiol (pg/ml £ DE) en el musculo del Curito en

las dos etapas de estudio

Muestras | Triglicéridos | Colesterol | Testosterona | Estradiol
g/l (mg/1009) ng/mi pg/mi

Etapal | 418+2,34% | 150 +0,178 | 1,34+0,43* | 1,51+0,76°
Etapa2 | 4,08+2,45% |9,00+0,140% | 1,67+0,48° | 2,25+ 0,28°

Resultados de tres replicas = DS. Superindices iguales indican que no existen
diferencias significativas. Letra diferentes indican diferencias significativas entre las
etapa

En el caso de la testosterona se observa un aumento significativo de su
contenido en el musculo para la etapa 2 etapa pos reproductiva lo cual concuerda con lo
obtenido para Dorada (Sparus aurata) por Jerez (2004) quien reporta que valores
minimos de testosterona se alcanzaron al final de la época de desove. Que el autor no
consiguié variacion significativa en la época de desove pero en el trabajo no se
compararon intervalos dentro del periodo de desove sino ya comenzada la época
reproductiva y en el periodo posterior a dicha temporada, por tanto la analogia que se

hace solo sefiala que estos valores alcanzan o parecen
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Alcanzar sus minimos valores al final de la época reproductiva para luego recuperar sus

picos en las etapas siguientes.

En cuanto a los niveles de testosterona (1,67+0,48ng/ml) en la etapa dos el cual
es significativamente mayor al de la etapa uno (1,34+ 0,43ng/ml) en la cual todos los
ejemplares son machos lo cual parece contradictorio por tratarse la testosterona del
androgeno propio de los machos. Dichos resultados podrian ser consecuencia de errores
en la determinacion del sexo, primeramente. La determinacion de sexo es subjetiva y
estd influenciada por el evaluador. Asi también la testosterona es el precursor del

estradiol

En cuanto al estradiol no se observo variacion significativa entre las dos etapas
evaluadas sin embargo los resultados son mayores durante la etapa pos reproductiva lo
que nos hace pensar que el curito al igual que la Dorada (Sparus aurata) alcanza su
minimo valor al final de la época de desove como reporta ( Jerez y otros, (2004) . Sin
embargo debemos recordar que por tratarse de ejemplares femeninos los de la etapa dos
seria l6gico que sus valores de estradiol sean mayores que los de la etapa 1. Si se toma
en cuenta esto, se esperaria que los niveles de estradiol descendiesen en la etapa pos
reproductiva si este estrogeno se hubiese medido en peces hembras en las 2da etapa
evaluada por ser este un estrogeno que induce la vitelogenina y por tanto una vez

culminada la reproduccion no seria necesaria su presencia.

En teledsteos, se ha descrito la existencia de niveles elevados de androgenos
durante la fase de espermatogénesis (Fostier y col., 1983). Estos andrdgenos son
principalmente la testosterona (T). La testosterona ha sido reportada en la sangre de

muchos teledsteos hembras pero el papel preciso de este esteroide no esta claro. Como
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precursor de la sintesis de estradiol se libera en el plasma cuando ya no es necesario

para la aromatizacion (Rinchard y col., 1993).

Es importante determinar el contenido de colesterol del curito, por tratarse este
pescado de un producto de consumo tradicional en la region de los llanos venezolano
ya que como se ha comprobado existe una relacion aparente entre la incidencia de
enfermedades coronarias y los niveles altos de colesterol en la sangre (Seo,y col (1995).
En este trabajo se reportaron valores de colesterol en el musculo un poco menores a los
que reporta Contreras (2008) a pesar de la mayor talla que presentaron los ejemplares
en este estudio. De hecho, en nuestro estudio se trabajaron con ejemplares de mayor
longitud y peso que los maximos reportados por la literatura, los cuales eran de 218 mm
de longitud estandar (Winemiller, 1987) y el mayor peso 207 gramos segun Pascal,
Hostache, Tessier y Vallat (1994) esto para ejemplares machos. Lo mismo ocurrio con
las hembras cuya talla promedio supera o los maximos reportados (167mm). Se puede
inferir que en este trabajo los ejemplares utilizados se encuentran en un estado de

madurez sexual.

Es importante mencionar que los niveles de colesterol en el musculo del
curito, son menores a los encontrados para otras especies de agua dulce Contreras,
(2008) obtuvo para el curito valores de colesterol entre 17,96 mg/100g y 33,67
mg/100g. Nettleton y Exler, (1992) afirman que niveles de colesterol en el musculo de
bagre de canal se encontraron entre 58 y 61 mg/100g para la especie salvaje y cultivada
respectivamente. También (Moreira y col., 2001) reportaron que en el salmén criollo
(Brycon microlepis) la concentracion de colesterol fue de 45,17 mg/100 g.; sin embargo,
en un estudio de (Vila Nova, y col. (2005) de Brasil, reportaron que para la tilapia

(Oreochromis niloticus) los niveles de colesterol se encontraron entre 8,20 y 10,05 mg

43



/100g., otras de las afirmaciones de Nettleton y Exler, 1992 en su trabajo titulado
“Nutrientes en los peces silvestres, y de cria y mariscos” sefialaron que el colesterol es

independiente del contenido de grasa.

En lo que respecta a triglicéridos los cuales constituyen, conjuntamente con
el colesterol, la forma de grasa predominante en la sangre, y los cuales en sus niveles
normales desempefian importantes funciones organicas ademas como combustible que
suministra energia a los musculos del cuerpo, no se observé variacion significativa
entre las etapas de estudio resultados que no coinciden con los de Contreras, (2008)
quien observo diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) en la concentracion
de triglicéridos en los meses de febrero, marzo y abril 2006; Con una disminucion de la
concentracion de triglicéridos en los meses de sequia y al comienzo de las lluvias se

observaron los menores valores de este componente en el musculo.

5.- Composicion de &cidos Grasos en el musculo de curito

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos para el perfil de &cidos grasos
en el musculo de curito. En general los acidos grasos saturados representan los acidos
méas abundantes en el musculo del curito, seguidos por los &cidos grasos
monoinsaturados Yy los &cidos grasos poliinsaturados que se encuentran en menor
concentracion. Este patron se repitio en todos los meses muestreados, siendo el &cido
palmitico el que se encuentra en mayor concentracion en el musculo del curito. Esta

observacion también la encontraron Inhamuns y Franco (2001), Luziay col. (2003).

El contenido de acidos grasos en el musculo de la mayoria de las especies de pescado

varia segun la época del afio, la dieta y las condiciones del pescado son los factores
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mas importantes y determinantes en el contenido final de grasas y en el perfil de acidos
grasos , siendo estos uno de los constituyentes mas apreciados en la carne de los peces
por todos los beneficios nutricionales y medicinales que ofrece al consumidor
(Nettleton, Allen, Klatt, Ratnayaque y Ackman, 1990 y Morris, Haines, Keeton y

Gatlin, 1995).
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Tabla 8. Contenido de &cidos grasos totales como porcentaje del total de grasa

Acidos Grasos | Hembras | Hembras Machos Machos
etapa 1 etapa? etapa 1 etapa 2
10:0 0,108 0 0 0
11:0 0 0 0,036 0
12:0 0,327 0 0,293 0
13:0 2,208 0,028 0,122 0
14:0 1,975 0,863 1,301 0,406
15:0 1,467 0,990 1,074 0,775
16:0 24,872 24,657 23,341 21,985
17:0 2,676 2,788 2,962 3,419
18:0 12,900 14,892 12,105 12,726
21:0 0,530 0,521 0,514 0,567
23:0 0,374 0,600 0,390 0,598
24:0 0,413 3,618 0,496 0,507
Total saturados 47,850 48,957 42,635 40,983
14:1 0,583 0,289 0,405 0,192
15:1 0 0 0,535 0,595
16:1 n-7 8,168 4,280 4,899 2,835
17:1 0,936 0,736 0,815 0,865
18:1 n-9 (trans) 0,999 1,155 0,795 0,967
18:1 n-9 (cis) 20,439 20,184 20,641 17,236
20:1 n-6 0,473 0,459 0,441 0,422
24:1 0,982 1,550 1,610 1,865
Total 32,580 28,653 30,142 24,977
monoinsaturado
18:2 n 6 (trans) 0,356 0 0 0,535
18:2 n-6 (cis) 3,730 3,642 4,408 5,103
20:2 n-6 0,581 0,824 0,825 1,172
18:3n6 0,738 0,751 0,640 0,566
18:3 n-3 2,594 1,974 2,395 2,654
20:3 n-6 1,211 1,761 1,501 1,533
20:3 n-3 0,173 0,212 0,176 0,207
20:4 n-6 5,614 7,312 9,956 12,705
20:5 n-3 2,031 2,055 2,051 2,702
22:6 n-3 2,544 3,860 5,270 6,863
Total poli 19,570 22,391 27,222 34,040
insaturados

En la tabla 8 se observa que para las hembras los &cidos grasos saturados
aumentaron de la primera etapa a la segunda etapa, los acidos grasos monoinsaturados
disminuyeron de la primera etapa a la segunda y los &cidos grasos poliinsaturados

aumentaron de la primera etapa a la segunda. Mientras que para los machos los acidos
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grasos saturados disminuyeron de la primera etapa a la segunda etapa los acidos grasos
monoinsaturados disminuyeron y los poliinsaturados aumentaron. En general se nota
una tendencia segun la cual los &cidos grasos saturados y monoinsaturados
disminuyeron de la etapa 1 o etapa reproductiva a la etapa dos o etapa pos reproductiva
mientras que los é&cidos grasos poliinsaturados aumentaron al llegar la etapa
posreproductiva este nivel menor de los acidos grasos polinsaturados en la época
reproductiva podria deberse a lo que se reporto para uno de ellos en particular el
araquidonico del que se dice es precursor de las prostaglandinas necesarias para la
reproduccion (Bell y col, 1996) lo cual explicaria su aumento una vez pasada la época
reproductiva .

También se observa que el acido palmitico es el acido graso que se encuentra en
mayor proporcion en el musculo del curito coincidiendo con lo reportado por
Inahamuns y Bueno Franco (2001); Luzia y col (2003) para otras especies de agua dulce
como el mapara (Hypophthalmus sp.), el curimbata (Prochilodus spp) y la tilapia
(Oreochromis spp) en Brasil. El estearico (C18:0), es el segundo en abundancia de los
acidos grasos saturados en el musculo del curito encontrandose éste también en otras
especies como el lenguado, el turbot, la sardina y la tilapia, segun Ozogul y Ozogul,
(2007)(Mdasculo los lipidos y los perfiles de acidos grasos de tres peces comestibles de
la costa de Mauritania: aeneus Epinephelus, taeniops Cephalopholis y Serranus scriba)

(2007)

En lo que respecta a los acidos grasos monoinsaturados el oleico fue el que se
encontré en mayor proporcién en el musculo de curito. Coincidiendo con lo observado
por Henderson y Tocher (1987), en un estudio sobre la composicion lipidica y
bioquimica de los peces de agua dulce como el salmén y la carpa, igualmente Izquierdo,

Torres, Barboza, Salas y Cagnasso (2000), observaron en un estudio sobre analisis
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proximal, perfil de &cidos grasos, aminoacidos esenciales y contenido de minerales en
doce especies de pescado de importancia comercial en Venezuela, que el oleico fue el

acido graso monoinsaturado mas abundante en el musculo.

Como puede apreciarse en la tabla 8 los acidos grasos poliinsaturados tienen
valores que van de 20% hembras hasta 30% en el caso de los machos, siendo menos de
la mitad de lo que se hallaron de acidos saturados y algo menos que los
monoinsaturados, valores que contrastan con los reportados para peces marinos como
las sardinas para las cuales Castrillon y col. (1997) reportaron que los porcentajes de
acidos grasos poliinsaturados son mayores que los porcentajes de saturados y el doble
de los monoinsaturados. Mehmet, Abdullah y Aygul (2005) indican que los peces de
agua dulce que viven en regiones calidas presentan menores concentraciones de acido
grasos poliinsaturados del tipo n-3, como ocurre con el curito, a diferencia de los peces
marinos, debido a que estos peces necesitan acidos grasos poliinsaturados para
adaptarse a las bajas temperaturas de las aguas profundas del mar, estos hallazgos han
sido reportados también por otros autores como Chanmugam y col. (1986) y Rahman,

Huah, Hassan y Daud (1995).

Los peces omnivoros poseen altas proporciones de acidos de la serie C18 como
el linolenico; pero bajas proporciones de acidos grasos de cadena larga de la serie w-3,
que se encuentran en considerables proporciones en su dieta como lo reportaron Brown,
Roberts y Truswell (1989). Segun lo reportado por Winemiller (1987; Mol (1995) el
curito o (Brown hoplo) es un omnivoro oportunista basureros generalista que consume
una gran variedad de invertebrados bentonicos, algas y detrito material. También
Salinas y col. (2007) nos sefialan que la especie H. littorale es considerada como

omnivora, ya que consume algas asociadas al fondo pero principalmente micro
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crustaceos y larvas de insectos Por otro lado se sabe que los peces omnivoros poseen
altas proporciones de acidos de la serie C18 como el linolenico; pero bajas proporciones
de acidos grasos de cadena larga de la serie w-3, que se encuentran en considerables

proporciones en su dieta como lo reportaron Brown, Roberts y Truswell, (1989).

Es importante destacar que los peces de agua dulce tienen mayor capacidad que
los peces marinos para alargar e insaturar los &cidos grasos de cadena corta sintetizados
por algas o plantas; a acidos grasos de cadena larga como EPA y DHA, de esta forma
pueden convertir fuentes alimenticias de bajo valor nutricional en un alimento de alto
valor nutricional, tal y como reporta Henderson y Tocher, (1987); Linares y Henderson,

(1991).

También en un trabajo de Lépez y col. (2004) sobre la composicion proximal y
el perfil de acidos grasos de juveniles silvestres y cultivados de Tatoaba macdonaldi los
organismos alimentados con una dieta artificial aparentemente acumulan acido linoleico
ya que algunos peces marinos son incapaces de producir acidos grasos (HUFAS). A
partir de PUFAs a una tasa fisiolégicamente significativamente debido a deficiencias

aparentes en uno o mas pasos del proceso Zheng y col. (2004).

Como se sabe entre los acidos grasos poliinsaturados se encuentran los llamados
esenciales, alguno de ellos son el acido araquidonico (20:4n6) y el acido
linolenico(18:3) son esenciales para la dieta de los seres humanos puesto que su
ausencia en la dieta trae como consecuencia la aparicion de ciertos trastornos de salud.
En peces, el acido araquidonico (20:4n6) es un acido graso esencial, siendo un precursor

de las prostaglandinas necesarias para la reproduccién y por tanto, su baja presencia en
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comparacion con la del acido eicosapentanoico (20:5n3) puede ser responsable de un

pobre desempefio reproductivo (Bell y col., 1996).

6.- Electroforesis

Muchos autores sefialan la utilizacion del método de electroforesis SDS-PAGE,
como una técnica que permite detectar cambios moleculares en el tejido muscular del
pescado durante el almacenamiento congelado como un indice del grado de
desnaturalizacion (Le Blanc y Le Blanc, 1989; Koohmaraie y col, 1984; Arvelaiz y
Bello, 2005; Crupkin y col.; 1982; Tejada y col., 1996). En la figura 3 se muestran los
resultados obtenidos para la electroforesis SDS-PAGE de musculo de  curito

(Hoplosternum littorale).

Figura 3 Electroforesis SDS-PAGE de musculo de curito (Hoplosternum littorale).
Las columnas verticales indican la época del afio analizada. Estdndar A Muestra

de laetapa 1 By muestra de laetapa2 C .

A B C

Miosina
[-galactosidase
Phsphorylase b

Bovine serum
albuin

Ovalbumin

Carbonic
anhydrase
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Se observa una correspondencia casi perfecta de las diferentes bandas de proteinas
que conforman el musculo del curito con el estdndar que se uso para compararlo. En los
resultados del patrén electroforético se identificaron bandas de proteinas con altos pesos
moleculares del tipo Miosina 200K Da; B-galactosidasa 116,25; Fosforilasa b 97,4 KDa;
Albumina 66,2 KDa; Ovoalbumina 45 KDa; Anhidrasa carbonica 31 KDa. tripsina 21,5
KDa; Lisosyma 14,4 KDa; Aprotinin KDa 6,5. pero no se observaron bandas de bajo
peso molecular signo de degradacion de proteinas, lo cual indicaria que existe una poca
degradacion de las proteinas del musculo de curito a pesar de que algunas muestras
tenian un afio de almacenamiento congelado a -40C lo cual nos hablaria de las
bondades de este alimento para su comercializacion. Es importante hacer notar que no
se observa diferencias apreciables entre las bandas de las muestras de machos con las de
hembras lo que nos diria que la composicion de proteinas no se ven afectadas por el

SeX0.

7.- Conclusiones

1) Se presentan diferencias significativas en grasa, proteina y cenizas
aumentando tanto la grasa como la proteina en la etapa 2 y disminuyendo las cenizas.

2) La humedad se mantuvo invariable entre las dos etapas evaluadas.

3) Se observa que los acidos grasos saturados incrementan sus niveles en las
hembras al pasar de la etapa reproductiva a la posreproductiva mientras que en los
machos esta tendencia es contraria, en lo que respecta a monoinsaturados; tanto en
hebras como en machos se nota un descenso al llegar a la etapa posreproductiva y para
poliinsaturados tanto en hembras como en machos se nota un incremento al pasar de la

etapa reproductiva a la posreproductiva.
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4) El contenido de grasas en la etapa 2 aumenta notdndose también un
incremento en el contenido de testosterona y estradiol lo que parece guardar una
relacion directamente proporcional mientras que para el colesterol la relacion es inversa
mente proporcional dado que la disminucion de colesterol coincide con aumentos de
testosterona y estradiol.

5) La técnica de electroforesis (SDS-PAGE) permite evaluar la desnaturalizacion

de las proteinas presentes en el muasculo de curito durante el almacenamiento

6) Por electroforesis no se obtuvo diferencias en el perfil proteico de las

diferentes etapas evaluadas

7) Los niveles de colesterol en el musculo del curito (Hoplosternum littorale),

son menores a los reportados para otras especies de agua dulce
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Recomendaciones

Se recomienda el estudio de la elaboracion de productos a base del musculo de curito y

evaluar su estabilidad y conservacion de dichos productos
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