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RESUMEN

Totoaba macdonaldi, es un pez carnivoro endémico del Golfo de California, es
muy cotizado en Oriente por su vejiga natatoria (buche); y es un organismo que se
encuentra clasificado en peligro de extincion. Al ser un pez carnivoro, el principal
reto para su avance tecnolégico es la formulacion de alimentos éptimos para su
crecimiento y desarrollo. A fin de minimizar los costos en los insumos del alimento
para totoaba, en el presente trabajo se disefiaron dietas con proteina de soya en
sustitucion parcial de la proteina de pescado, con la intencion de evaluar y
encontrar la mejor respuesta a la fuente alternativa. El concentrado de proteina de
soya (CPS) es un producto derivado del grano de la soya con mayor aporte de
proteina y en teoria, una fuente con mejor digestibilidad, en comparacion a las
harinas enteras de otros ingredientes vegetales. En el presente estudio se evalué
la respuesta en crecimiento, metabolismo vy fisiologia digestiva de los juveniles de
T. macdonaldi ante las diferentes inclusiones de CPS. Se elaboraron ocho dietas
experimentales con 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90 y 100% de sustitucion de HP. Para
este bioensayo se trabajé con peces de 50 +1 g de peso inicial. Al final del
experimento se demostré por medio de un modelo de regresion cuadratica que el
mayor nivel de sustitucion que puede incluirse en la dieta de totoaba es de 37.15%
de CPS, mostrando la mejor respuesta en el desempefio y en los pardmetros de
crecimiento, tales como peso ganado, indice de crecimiento diario, tasa de
crecimiento especifico, asi como en el consumo de alimento y razon de eficiencia
proteica. De la misma forma la respuesta en la digestibilidad in vitro y actividad de
enzimas digestivas no se vieron afectadas con inclusiones menores a 45% de
sustitucion. Por otra parte, las enzimas del metabolismo intermediario
respondieron de manera significativa ante las variaciones de la inclusion de CPS.
En el catabolismo de aminoacidos se mostro variaciones en la actividad de alanino
aminotrasnferasa (ALAT), donde la actividad mas alta se presentd en higados de
los peces alimentados con las dietas DC a CPS45. De la misma forma, las
enzimas involucradas en la glucodlisis como la hexoquinasa (HK), glucoquinasa
(GK) y de la via de la gluconeogénesis como la fructosa-1,6-bifosfatasa (FBPasa),
cuyas enzimas mostraron una disminucion paulatina en su actividad conforme se
incrementd la inclusion de CPS.. En los resultados de hematologia y quimica
sanguinea se observé una mejor respuesta en las dietas DC a CPS45. En general,
los resultados del presente estudio, pueden sugerir incorporar niveles no mayores
a 45% de CPS en futuras dietas para juveniles de Totoaba macdonaldi con el fin
de lograr reducir los costos en los insumos de los alimentos para la especie.
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1.0. INTRODUCCION
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1.1.0. Descripcion y biologia de Totoaba macdonaldi
1.1.1. Clasificacion taxondmica
e Reino: Animalia

Filo: Chordata

o Clase: Actinopterygii

o Orden: Perciformes.

o Familia: Sciaenidae.

o Género: Totoaba.

. Especie: macdonaldi

Totoaba macdonaldi (Gilbert, 1981), se encuentra clasificada como un
género y especie para la familia Sciaenidae (Cisneros-Mata et al., 1995).

De acuerdo a los caracteres distintivos de la especie; presentan un cuerpo
alargado, cabeza puntiaguda, una boca oblicua y grande, la mandibula inferior
levemente prominente. Es un pez marino de gran tamafo (hasta 2 m de largo y de
hasta 135 kg) y llega a vivir un promedio de 15 afios (Fischer et al., 1995; Roman-
Rodriguez y Hammenn, 1997), presenta una madurez sexual tardia (alos 6 y 7
afos de edad) (Cisneros-Mata et al., 1995).

En la cadena trofica de totoaba se observa una inclinacién por pequefios
peces de manera preferente, asi como también por crustaceos (jaibas y
camarones) se denomina como un pez netamente carnivoro (Arvizu y Chéavez,
1972), tiene inclinacion por altos niveles de proteina y un bajo requerimiento de
lipidos en su dieta (Flanagan y Hendrickson, 1976; Cisneros Mata et al., 1995,

Lopez et al., 2006; Rueda-Lopez et al., 2011).
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T. macdonaldi es una especie endémica del alto Golfo de California y
desova en la boca del Rio Colorado durante la primavera (Roman-Rodriguez y
Hammenn, 1997). El maximo de su poblacion se localiza en el extremo norte del
Golfo de California, en las cercanias de Puerto Pefiasco y Santa Clara, Sonora, y
San Felipe, Baja California (Arvizu y Chavez, 1972).

La distribucion de la totoaba estd influenciada por dos factores, 1)
temperatura y 2) salinidad, por lo que la especie efectia migraciones anuales de
dos tipos; de tal manera que por la temperatura, la totoaba tiende alejarse de las
aguas célidas (meses de verano) de la zona litoral del norte del Golfo, impulsando
a los peces a refugiarse en aguas profundas y frias. Por la salinidad, la especie se
dirige a la desembocadura del Rio Colorado a principios de marzo hasta principios

de junio, con el fin de reproducirse (Berdegué, 1955).

1.2. Pesqueriay medidas de proteccién

Es una especie declarada en peligro de extincion, esto debido a la intensiva
pesca sobre su poblacién adulta (de 1930 a 1975), en combinacién con la falta de
agua que se vertia al Rio Colorado, lugar de desove y crianza de esta especie, por
lo que se afectdé de manera negativa su poblacion (Rowell et al., 2008).

La pesqueria de totoaba se estableci6é antes del afio de 1920, como
respuesta a la demanda cada vez mas elevada del buche (vejiga natatoria) por la
poblacién China residentes en San Francisco, California (Craig, 1926; Chute,
1928). En 1942 la captura de ésta especie alcanzé un maximo de 2,261 toneladas,
posteriormente, sin importar el incremento en el esfuerzo pesquero, la produccion

anual fluctué hasta llegar a capturar sdlo 58 toneladas en 1975 (Flanagan y
2
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Hendrickson, 1976). De acuerdo a Minjares-Osorio (2012), durante el afio de 1950
la pesqueria de esta especie fue una de las actividades méas importantes en el
Noroeste de México. Posteriormente fue catalogada como especie en peligro de
extincion debido a la drastica disminucion en el medio (Flanagan y Hendrickson,
1976; Cisneros-Mata et al., 1995; Valenzuela-Quifionez et al., 2011). En 1976 fue
listada por la Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES, 2010), y se encuentra protegida
por la NOM-059-SEMARNAT-2010 bajo el estatus de peligro de extincion. Estas
medidas implementadas tienen la finalidad de recuperar la poblacion silvestre de
totoaba estableciendo una veda permanente de la especie, de manera que se
logre recuperar su poblacion silvestre.

Con el fin de implementar un programa de repoblamiento de totoaba, la
Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Auténoma de Baja California, en
1997 inici6 un proyecto teniendo como objetivo piloto la captura de reproductores y
ser mantenidos en el laboratorio de acuacultura de la facultad con el propdésito de

lograr la reproduccién en cautiverio y lograr liberar organismos al medio natural.

1.3. Estudios realizados en totoaba e interés en su acuacultura

A partir de que la especie pudo adaptarse en cautiverio, ha despertado un
interés en cuestiones de reproduccion y cultivo larvario, dentro de los cuales se
encuentran trabajos como el de Cisneros-Mata et al. (1995), quienes reportaron la
edad media de reproduccibn en machos y hembras en 6 y 7 afos,
respectivamente. Morales-Ortiz (1999), describié el desarrollo embrionario de

totoaba en condiciones ex situ desde que el huevo es fecundado hasta que las
3
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larvas agotan su saco vitelino, a una temperatura de 26°C y salinidad de 35 ppm.
Sandoval-Garibaldi (2002), reporté el desarrollo morfologico durante su desarrollo
larval. Galaviz-Espinoza (2011), analiz6 los cambios bioquimicos y moleculares de
las principales enzimas digestivas presentes durante el desarrollo embrionario.
Diaz-Viloria et al. (2013), identificaron cambios morfolégicos en larvas de vida
silvestre. Mata-Sotres et al. (2015), desarrollaron distintos protocolos para el
destete de totoaba.

En el area nutricional y metabdlica se han realizado estudios para conocer
los requerimientos de la especie en cautiverio, por lo que ha tenido un gran interés
por diferentes grupos de investigadores, dentro estos trabajos se encuentran los
siguiente: Talamas-Rohana (2001) evalué el efecto de la temperatura en el
metabolismo en diferentes edades de juveniles de totoaba, estableciendo dos
temperaturas 6ptimas (24 a 26°C) para el cultivo. Lopez et al. (2006) determinaron
la composicion proximal y el perfil de acidos graso en tejido muscular y visceras
de juveniles de totoaba silvestres y cultivados. Con base en el trabajo anterior se
inici6 diversos bioensayos para conocer los requerimientos nutricionales de
totoaba. Es por ello que se han realizado diversos estudios sobre la composicion
proximal y crecimiento por raciones de alimentacion, requerimientos de energia,
absorcion de aminoacidos y evaluacion de requerimientos de proteina (Solérzano-
Salazar, 2006; Vizcaino-Pérez, 2008; Rosas et al.,, 2008; Rueda-Lopez et al.,
2011; Gonzéalez-Acevedo, 2011). Asi como también se ha investigado la respuesta
del metabolismo hepético y fisiolégico ante la inclusion de ingredientes vegetales
(Bafiuelos-Vargas et al., 2014) y respuesta del remplazo de harina de pescado

4
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(HP) por concentrado de proteina de soya (CPS) sobre el estatus de salud, con
estudios de hematologia y quimica sanguinea e histologia del hepatopancreas de
juveniles de totoaba (LOpez et al., 2015). Hasta la fecha se siguen realizando
estudios acerca de los requerimientos nutricionales en esta especie, y en
especifico evaluar el efecto de fuentes alternas de proteina y energia en el

metabolismo y desarrollo.

En la actualidad con los avances en la produccion de juveniles de totoaba
en cautiverio por parte de la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la
Universidad Autbnoma de Baja California, han llevado a la especie a despertar un
interés en su acuacultura, por lo que hasta la fecha se han venido realizando
cultivos piloto comerciales, situados en Baja California y Baja California Sur. No
obstante se necesita seguir investigando sobre los requerimientos nutricionales en

dietas formuladas para poderse desarrollar su cultivo.

Figura 1. Reproductores de Totoaba macdonaldi en las instalaciones de la
Unidad de Biotecnologia en Piscicultura, Facultad de Ciencias Marinas
(UABC), Ensenada B.C. (foto Richard Hermman).
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1.4. Aspectos generales de sustitucion de la harina de pescado

Actualmente, la industria de la acuacultura ha crecido intensamente y es
una importante fuente de alimento (Hardy et al., 2010). El crecimiento general de
la produccion acuicola sigue siendo relativamente elevado gracias al aumento de
la demanda de los peces comestibles, sobre todo peces cultivados. En 2012 la
acuacultura establecié un maximo historico de produccion y ahora proporciona
casi el 50% de pescado destinado a la alimentacion humana, de tal manera que
se prevé que éste porcentaje aumente a 62% para el 2030 (FAO 2016). No
obstante, la gran demanda de ingredientes para la elaboracion de dietas para
organismos en cultivo se ha incrementado de manera considerable, por lo que
esta actividad depende en gran medida de la inclusion de ingredientes como la
harina y aceite de pescado (Aragao et al., 2003, Tibaldi et al., 2006; Kasper et al.,
2007; Murray et al., 2010; Cabral et al., 2011; Bonaldo et al., 2015; Wang et al.,
2016). Estos ingredientes provienen de las pesquerias de pelagicos menores
como sardina y anchoveta , las cuales han llegado a su maximo de explotacion y
por consecuencia sus costos son cada vez mas elevados (Tacon y Metian, 2008;
FAO, 2016). Por lo anterior, el utilizar dietas formuladas a base de harina y aceite
de pescado en el cultivo de peces y crustaceos puede llegar a representar
porcentajes superiores al 50% de los costos totales de produccién (Garcia-
Ortega, 2010). Especies como corvina Europea Dicentrarchus labrax, salmén
atlantico Salmon salar, trucha arcoiris Oncorhynchus myskiss, totoaba T.
macdonaldi y corvina blanca Atractoscion nobilis, requieren altos niveles de

proteina (45-55 %) derivada de la harina de pescado (Wilson, 2002; Hardy, 2002;



Concentrado de proteina de soya en dietas para juveniles de Totoaba macdonaldi  Idaly Trejo Escamilla

Agundez Amador, 2007; Durazo et al., 2010; Rueda-Lépez, 2011), por lo que
este insumo llega a incrementar los costos en la produccion de los organismos
de cultivo (Kumar et al., 2010; FAO, 2014) y en particular de peces carnivoros
marinos.

En los Ultimos afios, los estudios realizados en la nutricion de peces
marinos carnivoros en cautiverio se han enfocado en la busqueda de fuentes
alternativas que remplacen parcial o totalmente la harina y aceite de pescado
gue se utiliza en la elaboracion de dietas, con el fin de cubrir los requerimientos y
no afectar el crecimiento y supervivencia de los organismos (Gatlin et al., 2007;
Alami-Durante et al., 2010: Hardy, 2010). En la actualidad varias fuentes
vegetales como las harinas de soya, maiz, papa, trigo, lupino, arroz son
consideradas para remplazar parcial o totalmente la harina de pescado en la
dieta para organismos acuaticos, debido a su amplia disponibilidad y precios mas
bajos comparados con la harina de pescado (Gatlin et al., 2007; Hanse et al.,
2007); asi como su produccién sustentable (Barrows et al., 2010). Sin embargo,
uno de los problemas que presentan estas fuentes vegetales como sustitutos
alternativos de proteina, es la presencia de factores antinutricionales (FANS),
entre los que se encuentran: inhibidores de proteasas, lectinas, acido fitico,

saponinas, alergénicos, antivitaminas (Francis et al., 2001), Tabla 1.
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Tabla 1. Factores antinutricionales importantes presentes en ingredientes
vegetales (tomado de Francis et al., 2001).

Ingredientes vegetal Factor antinutricional presente

Harina de soya Inhibidores de proteasas, lectinas, acido fitico,
saponinas, fitoestrégenos, antivitaminas,
alérgenos

Harina de colza Inhibidores de  proteasas, acido fitico,

glucosinolatos

Harina de lupino Inhibidores de proteasas, saponinas,
fitoestrégenos, alcaloides

Harina de pera Inhibidores de proteasas, lectinas, acido fitico,
saponinas, fitoestrogenos, antivitaminas, taninos

Harina de semilla de Acido fitico, fitoestrogenos, antivitaminas, acido

algodon ciclopropenico, gosipol

Harina de alfalfa Inhibidores de proteasas, saponinas,
fitoestrogenos, antivitaminas

Harina de sésamo Inhibidores de proteasas, acido fitico

El término “factor antinutricional” hace referencia a las sustancias
endogenas del ingrediente o alimento que producen efectos negativos en la salud
y desbalance nutricional del organismo que lo consume (Hardy et al., 2010).
Algunos ingredientes vegetales contienen FANs que pueden causar alteracion en
los procesos digestivos, y en consecuencia, disminucién de crecimiento, pobre
eficiencia alimenticia, hipertrofia pancreatica, hipoglicemia, disfuncién hepatica e
inmuno supresion (Francis et al., 2001; Hardy et al., 2011, Skugor et al., 2011). Se
ha observado en peces carnivoros ser mas susceptibles a altas concentraciones

de FANs, provocando problemas en la salud y consecuencia en el desarrollo
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productivo de los organismos (Barrows et al., 2007; Skugor et al., 2011). Durante
las dltimas décadas la harina de soya (HS) ha sido probada como fuente de
proteina alternativa para la sustitucion de la HP en dietas suministradas a los
peces de cultivo (Alexis y Nengas, 2001; Helland et al., 2002; Yamamoto et al.,

2007).

Altas inclusiones de HS en la dieta de peces carnivoros llegan a presentar
cambios en la morfologia en la zona distal del intestino, causando inflamacién en
esta zona o bien enteritis, asi como alteraciones en las diferentes capas de la
mucosa Yy de la lamina propia, observando infiltraciones por células inflamatorias
identificadas como linfocitos, macrofagos, eosinofilos y neutréfilos (Baeverfjord &
Krogdahl 1996; Bakke-McKellep et al. 2000; Krogdahl et al., 2003), ademas de
presentarse una disminucion de los enterocitos y presencia de vacuolas en el
citoplasma, afectando su actividad pinocitica en la zona apical de las vellosidades
intestinales (Baeverfjord y Krogdahl 1996; Burrels et al., 1999; Bakke-McKellep et
al. 2000; Krogdahl et al., 2003; Sorensen et al., 2011) lo cual estd asociado con
pérdida de microvellosidades en los pliegues intestinales (Burrels et al., 1999;
Sorensen et al., 2011) provocando una disminucion de la absorcién de los
nutrientes, ya que el epitelio intestinal es considerado como una estructura
asociada con la digestién terminal (Silva et al., 2010). Por tales razones, se ha
observado un escaso aprovechamiento de HS debido quiza a una deficiencia de
aminoacidos y minerales, baja digestibilidad, escasa palatabilidad y presencia de
FANs (como inhibidores de proteasas, fitatos, saponinas y lectinas) (Tacon, 1994;

Francis et al., 2001; Tacon y Meitan, 2008). Los inhibidores de proteasas estan
9
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comunmente asociadas a derivados de ingredientes como la soya, por lo que
estas proteinas bloquean o inhiben la actividad de las proteasas digestivas (Brown
et al., 2008) llegando a causar un efecto en la digestion y absorcion de los
nutrientes afectando el crecimiento, eficiencia alimenticia y sobrevivencia en los
peces (Pérez et al., 2003; Pérez Arvizu, 2016).

Hoy en dia una alternativa prometedora en la industria de la nutricién
acuicola es el concentrado de proteina de soya (CPS), el cual es un derivado de la
soya gque se obtiene extrayendo la proteina con agua y etanol, reduciéndose su
contenido en oligosacaridos (rafinosa y estaquiosa) y otros FANs, por lo que
aumenta el contenido proteinico (alrededor de 65%) (Deng et al., 2010) y su
digestibilidad, siendo muy similar a la harina de pescado (HP) (Stickney et al.,
1996; Day y Plascencia Gonzélez, 2000). En la actualidad, es uno de los
ingredientes méas idéneos para la sustitucion parcial o total de la harina de
pescado en dietas para diferentes especies de peces marinos, mostrando
resultados alentadores en salmén del Atlantico Hippoglossus hipoglosus (Berge et
al., 1999), turbot Scophthalmus maxiums (Day y Plascencencia Gonzéalez, 2000),
lenguado Japones Paralichthys olivaceus (Deng et al., 2006), cobia Rachycentron
canadum (Chou et al., 2004; Trushenski et al., 2011; Watson et al., 2014), totoaba

T. macdonaldi (Bafiuelos-Vargas et al., 2014; L6pez et al., 2015).

Es por ello, que surge la necesidad e interés en el presente trabajo, para
investigar los efectos en el crecimiento, desarrollo, supervivencia y cambios
metabdlicos (catabolismo y anabolismo) de totoaba al consumir diferentes niveles

de CPS, y poder estimar variaciones en la respuesta de la actividad de las
10
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enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina, fosfatasa alcalina y leucina
aminopeptidasa) y del metabolismo intermediario (glucoquinasa, hexoquinasa,
glucosa-6-fosfato  deshidrogenasa, alanino aminotrasnferasa y aspartato
aminotrasnferasa) por efecto del uso de esta proteina alternativa en las dietas de
totoaba. Lo anterior con el fin de establecer el nivel mdximo de sustitucion de la
HP por CPS, y en un futuro disefiar dietas formuladas de acuerdo a la capacidad
de degradar y aprovechar fuentes alternativas para optimizar los costos del

alimento para el cultivo de la especie.

1.5. Generalidades de enzimas digestivas

Las enzimas son proteinas que actuan como catalizadores biolégicos que
incrementan la velocidad de una reaccion, sin que ellas mismas se vean alteradas
en el proceso global (Lehninger et al., 1984). Las enzimas digestivas se secretan a
lo largo de tracto gastrointestinal y ayudan en la degradacion de los alimentos,
existen tres principales grupos de enzimas las cuales se clasifican de acuerdo al
sustrato donde actian: amilasas (digieren azucares), proteasas (digieren
proteinas) y lipasas (digieren lipidos).

Muchas enzimas se han nombrado afadiendo el subfijo “asa” al nombre de
Su sustrato o una palabra o frase que describe su actividad. Las enzimas han sido
clasificadas por la Comisibn de Enzimas (EC) de la Union Internacional de
Bioquimica (IUB), de acuerdo al modo de catélisis. Principalmente se clasifican en

seis grandes grupos (Lehninger et al., 1984).

11
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Tabla 2. Clasificacion de las enzimas de acuerdo a la reaccion que catalizan
(tomado de Lehninger et al., 1984)

No. Clase Tipo de reaccidn catalizada

Reacciones oxidacion-reduccion, en las cuales cambia
el estado de oxidacion de uno 0 mas atomos en una
1 Oxidorreductasas  mgjscula (p. ejem. NAD' y NADP*, como aceptador de
hidrégeno). Se incluyen en este grupo a las
deshidrogenasas, reductasas, hidrolasas y catalasas.
2 Transferasas Catalizan transferencias de grupos funcionales de una
molécula a otra.

Reacciones de hidrélisis (transferencia de grupos

3 Hidrolasas
funcionales al agua).
Eliminaciones de un grupo o adicionan un grupo a un
4 Liasas doble enlace, u otras rupturas que impliquen un
reordenamiento electronico (H.O, CO,, NH3).
5 Isomerasas Transferencia de grupos dentro de moléculas dando
formas isoméricas.
Formacién de enlaces C-C, C-S, C-O y C-N, mediante
6 Ligasas

reacciones de condensacion acopladas a rotura de
ATP.

En el caso particular de las enzimas digestivas muchas de ellas pertenecen
al grupo 3, y se han dividido en grupos de acuerdo a su funcién del tipo de
nutriente que hidrolizan:

Las proteasas (EC 3.4), son enzimas que catalizan la hidrdlisis de los enlaces
peptidicos que forman la estructura primaria de las proteinas y estan presentes en

la mayoria de los organismos (Lehninger et al., 1984). Dentro de las proteasas

12



Concentrado de proteina de soya en dietas para juveniles de Totoaba macdonaldi  Idaly Trejo Escamilla

digestivas de los organismos marinos se encuentran cuatro categorias de acuerdo

a su mecanismo de accion (Haard y Simpson, 2000).

1. Proteasas acidas asparticas (EC 3.4.23), son un grupo de endoproteasas
caracterizadas por una alta actividad y estabilidad al pH acido. Estas enzimas
son referidas como “aspartil” proteasas (o carboxil proteasas) porque su centro
catalitico estd compuesto por dos residuos de grupo carboxil presentes en el
acido aspartico (2, 22). Las tres proteinas aspéarticas asiladas y caracterizadas
del estbmago de animales marinos son pepsina, quimotripsina y gastrina
(Haard y Simpson, 2000).

A) Pepsina (EC 3.4.23.1) es una proteasa &cida que se encuentra en el
estdbmago de la mayoria de los vertebrados. Esta enzima es secretada en
su forma de zimdgeno, por las células principales de la mucosa gastrica. El
pepsindgeno se convierte en pepsina activa por accién de la propia enzima
y el pH acido del jugo gastrico. La pepsina hidroliza preferentemente a los
enlaces peptidicos en los que intervienen restos de aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, triptéfano y tirosina), asi como metionina y leucina. Esta
enzima tiene su maxima actividad a pH de 1-2. El 6ptimo pH del estbmago
es de 2 a 4. La pepsina se inactiva por encima de pH 6.0 (Squires et al.,
1986).

2. Las serinas proteinasas (EC 3.4.21) han sido descritas como un grupo de
endoproteasas, caracterizado por la presencia de un residuo serina en su
centro catalitico. Las enzimas mejor caracterizadas en ese grupo son

guimotripsina, tripsina y elastasa.
13
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A) Tripsina (EC 3.4.21.4) es la principal enzima digestiva intestinal
responsable de la hidrdlisis de proteina de los alimentos. Es una serina
proteasa pancreética que hidroliza los enlaces peptidicos constituidos por
lisina y arginina. La tripsina es una endopeptidasa digestiva que esta
presente en el tracto digestivo de animales terrestres y peces, juega un
papel importante en la activacion de endopeptidasas digestivas, ésta
enzima se forma a partir del tripsinégeno en el pancreas y activa a otros
zimbégenos como quimiotripsinégeno y proelastasa, entre otros. (Walsh,
1970). Su pH 6ptimo es de 8.0 (Hartley et al., 1972).

B) Quimotripsina (EC 3.4.21.1), es una proteasa serina capaz de hidrolizar
enlaces peptidicos cuando el residuo 1 contiene tirosina, fenilalanina o
triptéfano, asi mismo, actia sobre amidas y ésteres. Se almacena en el
pancreas en forma de un precursor, quimiotripsinégeno, y es activado por la
tripsina (Whitaker, 1994).

3. Metaloproteasas (EC 3.4.24), son enzimas hidroliticas que dependen de la
presencia de cationes divalentes como Zn*?, Ca™ o Mg*? para catalizar la
hidrélisis del enlace peptidico.

A) Leucina aminopeptidasa (EC 3.4.11), es una exoproteasa que cataliza la
hidrélisis de los restos aminoacidicos, concretamente desde el extremo
amino de un péptido. Se clasifican en funcion de los requerimientos de
iones metélicos (Mn*%, Mg*, Zn™ o Co™) vy la especificidad por

determinados dipéptidos (Behal et al., 1965). Entre sus funciones destacan:

14
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la maduracion de proteinas, degradacion terminal de proteinas, regulacion

hormonal y control del ciclo celular.
Fosfatasa &cida y alcalina (EC 3.1.3.2 y 3.1.3.1), son enzimas que pertenecen al
grupo de las hidrolasas, la fosfatasa alcalina hidroliza el enlace éster fosforico
entre un grupo fosfato y un radical organico a pH 9-10, liberando asi fosforo
inorganico. Estan relacionados con procesos de mineralizacion de los huesos
(Harris, 1989), y en el proceso de transporte de nutrientes a través de la del
interior de la membrana del enterocito (proceso de absorcion) (Alvarez-Gonzalez

et al., 2008).

1.6. Generalidades de metabolismo intermediario

El metabolismo se resume en reacciones multienziméticas de rutas
metabdlicas, donde el producto de una enzima es el sustrato de la siguiente,
llevando a la acumulacién de pequefios cambios quimicos en la molécula original
(Drabrowski y Guderley, 2002).

El sistema metabdlico de los peces es muy semejante al de los mamiferos
(Hochachka y Mommsen, 1995). Aunque, en los peces de habitos carnivoros, la
fuente principal de energia para el mantenimiento del organismo son las proteinas
y los lipidos (Pérez, 2009; Chou y Kaushik, 1983). Los peces herbivoros y/o
omnivoros tienden a utilizar mejor los carbohidratos como fuente alternativa de
energia.

En los peces el aporte proteinico proviene directamente del alimento, de
agui toman los aminoacidos esenciales que no son sintetizados o no son

adecuadamente sintetizados de novo por los animales, los toman directamente del
15
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alimento (Li et al., 2009). En este contexto para suplir las necesidades metabdlicas
en los peces se ha visto una dependencia principal de la proteina dietaria (Cowey
y Luquet, 1983). De acuerdo con Walton (1986), debido a los habitos dietarios, los
peces carnivoros (baja proteina/altos carbohidratos) tienden a reducir la habilidad
de regular las enzimas del catabolismo de aminoacidos, esto en respuesta a la
disminucion de la proteina dietaria y un incremento de los carbohidratos.

La eficiencia del aprovechamiento y utilizacion de los carbohidratos en los
peces, depende en gran medida de la especie y factores como el nivel y
tecnologias aplicadas a las fuentes (Stone, 2003; Krogdahl et al., 2005; Moreira et
al., 2008). Los carbohidratos participan en gran medida en el metabolismo de la
mayoria de los vertebrados (Pérez, 2008), después de su ingestion, digestion y
absorcion, la glucosa es liberada a diferentes destinos metabodlicos (Moon y
Foster, 1995). La glucosa es importante como fuente energética en la mayoria de
los animales, no obstante en peces carnivoros parece ser limitado (Hemre et al.,
2002; Stone, 2003), ya que se ha visto una respuesta a hiperglicemia después de
haber suministrado altos niveles de carbohidratos en la dieta (Cowey y Walton
1989; Moon, 2001; Lépez et al., 2015) provocando un efecto negativo en la salud y
crecimiento del pez (Moon, 2001). Esta respuesta puede ser influenciada a que
pocas cantidades de glucosa es fosforilada por la hexoquinasa (HK; EC 2.7.1.1),
tanto en el higado y musculo esquelético (Walton y Cowey, 1982), lo que conlleva
a una inhibicion de la enzimas claves de la glucolisis y puede restringirse el

aprovechamiento de la glucosa de manera importante (Enes et al., 2008).
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En el metabolismo de los carbohidratos la glicolisis es la ruta del
catabolismo de la glucosa en todos los organismos, incluidos los peces, por lo que
se presenta la oxidacion progresiva de una molécula de glucosa para generar dos
moléculas de piruvato (Cowey y Walton, 1989), en esta ruta clave, la hexoquinasa
(HK) es la enzima clave que fosforila a la glucosa y ayuda a mantener un
gradiente de glucosa en el tejidos de los peces (Moon y Foster, 1995). La piruvato
quinasa (EC 2.7.1.40) es una enzima clave que cataliza el ultimo paso en la
glicolisis, dando paso a la conversion de fosfoenolpiruvato a piruvato (Enes et al.,
2009). Una ruta simultdnea a la glucdlisis, donde la glucosa puede entrar a la via
de la pentosa fosfato y donde el producto generado es NADPH, el cual es utilizado
para la biosintesis de acidos grasos, colesterol y en la produccion de ribosa-5-
fosfato para la biosintesis de purinas y pirimidinas, nucle6tidos y acidos nucleicos.
Esta ruta es regulada principalmente de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH EC 1.1.1.49) (Salwey, 2004; Enes et al., 2009), ademas el NADPH
generado aporta para la regeneracion de glutation oxidado, favoreciendo a la
proteccion de agentes oxidantes (Drabowski y Guderley, 2002). Por otra parte al
generarse glucosa en exceso puede ser almacenada como una fuente energética
de reserva en forma de glucégeno y ser también depositada en forma de grasa
(adipocitos), donde posteriormente estas reservas son utilizadas en periodos
largos de inanicion o un requerimiento elevado de energia en lapsos cortos (Enes
et al., 2009).

En el metabolismo lipidico en cordados, donde se incluye la digestion,
absorcion, transporte de lipidos, lipogénesis y p-oxidacion de los acidos grasos es
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muy similar el funcionamiento, incluidos los peces (Hardy et al., 2011). En peces
se ha observado que el acetil-CoA puede ser empleado en la obtencién de energia
mediante su oxidacion en el ciclo de Krebs (Sargent et al., 2002), asi como
también es utilizado como precursor en la sintesis de colesterol y otros esteroides,
o para la formacién de cuerpos cetonicos en el higado (Pérez, 2008).

Las enzimas metabodlicas son las encargadas de catalizar las diversas
reacciones quimicas que se llevan a cabo dentro de las células, como produccion
de energia y la desintoxicacion (Balch, 1997). Dentro de esta complejidad del
metabolismo intermediario, las enzimas mas estudiadas, son claves en el las rutas
metabdlicas y juegan un papel importante en la defensa antioxidante celular
(Morales et al., 2004) e influyen en el mantenimiento de los organismos.

Hexoquinasa (HK; EC 2.7.1.1) en un grupo del tipo transferasa, que
pueden transferir un grupo fosfato desde una molécula de "alta energia" a otra,
que actuard como aceptor de este fosfato, denominada sustrato. Esta
transferencia se denomina fosforilacion. Hexoquinasas se han encontrado en
todos los organismos (bacterias, levaduras, plantas, seres humanos y otros
vertebrados). Cataliza la primera reaccion de la glicdlisis, que consiste en la
fosforilacién de glucosa a glocosa-6-fosfato, a una molécula que puede ser usada
en la gluconeogénesis y la ruta de la pentosa fosfato. La HK juega un papel
importante en el metabolismo intermediario. Esta enzima cuenta con diversas
formas y tamafos. Entre las mas importantes se encuentra la Hexoquinasa 1V,
comunmente conocida como Glucoquinasa (GK; EC 2.7.1.2.) que es
caracterizada por la baja afinidad para glucosa. Tiene un papel importante también
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en la biosintesis del glicogeno (Ferre et al., 1996; Nie et al., 2015). Enes (2009),
reporta que los carbohidratos llegan a influir de manera importante en la actividad

de la GK.

Glucosa-6-fosfato (G6P EC 3.1.3.9) es una enzima microsomal que juega
un papel importante en la homeostasis por catélisis de la desfosforilacion de
glucosa-6-fosfato a glucosa, en el Ultimo paso de la gluconeogénesis y
glicogendlisis. En todos los tipos de células, la actividad de la G6P esta
estrechamente relacionada a la membrana del reticulo endoplasmico (Van de
Werve et al., 2000).

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH EC 1.1.1.49) es la primer
enzima que cataliza la via de la pentosa fosfato y la principal fuente intracelular de
NADPH (Bonilla et al., 2007).

La regulacién de la gluconeogénesis es dependiente en la actividad de
enzimas claves como la fructosa-1, 6-bifosfatasa (FBPasa EC 3.1.3.11) que
cataliza la hidrdlisis de fructosa-1,6-bifosfatasa a fructuosa-6-fosfatasa. La FBPasa
cataliza la reaccién inversa catalizada en la glicélisis por la fosfofructoquinasa-1, 6-
bifosfatasa.

Las enzimas alanino aminotransferasa (AST EC 2.6.1.2) y aspartato
aminotransfersa (AST EC 2.6.1.1) son las mas representativas en las reacciones
gue participan en la transaminacién (Cowey y Walton, 1989). Estas enzimas
transaminasas intervienen en la sintesis y degradacién de aminoacidos actuando

sobre la transferencia de grupos amino, estas enzimas juegan un papel importante
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en la obtencién de energia de manera directa para oxidacién de esqueletos
carbonados (Pereira et al., 1995).

Glutamato deshidrogenasa (GDH 1.4.1.2) es una enzima presente
fundamentalmente en las mitocondrias del higado, corazén, musculo y rifion.
Desempefia un papel importante en el metabolismo de los aminoacidos, ya que es
la llave principal que permite eliminar el radical aminado y liberan amoniaco
(Salomon y Salomén, 2003). Tiene alta afinidad por el glutamato, y una alta
actividad de la GDH suele ser utilizado como un indicador de posible necrosis

hepatica.
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Figura 2. Vision genera de las principales rutas metabdlicas (Tomado de Pérez-
Jiménez, 2008). HK/Gk (Hexoquinasa/Glucoquinasa), FBPasa (Fructosa 1,6,
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forma reducida).
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2.1. Enzimas digestivas en peces

Debido al interés en encontrar fuentes alternativas a la harina de pescado
para elaborar alimentos funcionales para organismos marinos, se requiere estudiar
el efecto de las fuentes alternativas de proteina de origen vegetal, ya que la
digestion y absorcién de los nutrientes depende directamente de la actividad de
las enzimas digestivas, por lo que es importante evaluar el nivel de actividad de
aguellas que se encuentran a lo largo del sistema digestivo de los peces, ya que
dicha evaluacion nos dara respuesta de su estado nutricional. De las enzimas
alcalinas importantes se encuentran; tripsina y quimotripsina sefialadas como
marcadores del estatus nutricional debido a su participacion en la activacién de
otras proteasas digestivas alcalinas y de manera conjunta participan en la
hidrélisis de las proteinas provenientes del alimento (Haard, 2000; Applebaum et
al., 2001, Applebaum y Holt, 2003). Ambas proteasas digestivas son claves en la
hidrolisis de la proteina del alimento (Rungruangsak-Torrisen et al., 2006; Uscanga

et al., 2010).

Por otro lado, la fosfatasa alcalina y leucina aminopeptidasa son sefialadas
como marcadores de la integridad de los bordes intestinales por su
predominancia, ademas que tiene un papel importante en los procesos de
transporte de nutrientes a través de la membrana (Wahnon et al., 1992).
hidrolizando y asimilando los péptidos y aminoacidos derivados de las dietas
(Douglas et al., 1999). Estas enzimas son consideradas enzimas claves en los

procesos digestivos de los peces carnivoros (Debnath et al., 2006). Por

23



Concentrado de proteina de soya en dietas para juveniles de Totoaba macdonaldi  Idaly Trejo Escamilla

consiguiente, al proporcionar dietas poco digeribles a los organismos, puede verse
afectado de manera negativa la actividad enzimatica, sobre todo para peces de
hébitos alimenticios carnivoros, al consumir harinas vegetales. Autores como
Cérdava-Murueta y Garcia-Carrefio (2002), mencionan que si un organismo no
tiene la capacidad de digerir cierta proteina proporcionada, ésta no serd asimilada
en su totalidad y por consecuencia se tendra una baja digestibilidad y absorcién de
los sustitutos proteinicos, lo que traera como consecuencia pobre desarrollo del
organismo y repercutiria de manera negativa en su salud con el consecuente

desarrollo de patologias (Oliva-Teles, 2012).

Lilleeng et al. (2007) ha estudiado el efecto de proteinas alternativas y su
efecto en la actividad de enzimas digestivas, quienes evaluaron la actividad de
tripsina en diferentes zonas del intestino (adyacente a ciegos piloricos, intestino
medio y zona distal) de juveniles del salmén del Atlantico con dietas que contenia
un 24 y 30% de harina de soya, donde encontraron que el nivel de la actividad de
tripsina fue disminuyendo a lo largo del intestino y en la zona distal se mostré un
incremento en comparacion a la dieta control a base de harina de pescado, esta
respuesta la atribuyen a un proceso inflamatorio en la mucosa intestinal que

induce a una elevada actividad proteolitica.

Li et al. (2015), observaron un incremento en la actividad de tripsina al
incorporar 40% de concentrado de proteina de soya (CPS) en dietas de juveniles
de lenguado Platichthys stellatus, sin embargo, con inclusiones de 100% de CPS
en la dieta, la actividad de tripsina disminuyé de manera significativa, por lo que

ésta respuesta se atribuye a un aumento de la presencia de FANSs.
24



Concentrado de proteina de soya en dietas para juveniles de Totoaba macdonaldi  Idaly Trejo Escamilla

Tibaldi et al. (2006), reportan que no se afectd la actividad de leucina
aminopeptidasa por altas inclusiones de CPS en juveniles de curvina Europea
Dicentrarchus labrax, no obstante fosfatasa alcalina presentd una disminucion en
su actividad con inclusiones arriba de 50% proteina de soya, observandose un

dafo en los enterocitos.

En juveniles dorada Sparus aurata, no se presentaron diferencias en los
niveles de actividad de leucina aminopeptidasa, aunque se presenté una baja
actividad de fosfatasa alcalina por la inclusion 20% de harinas vegetales (colza y
lupino) (Silva et al., 2010).

El disefio de las dietas con niveles adecuados de macronutrientes
(principalmente proteina y lipidos) se debe basar no solamente en estudios de
crecimiento, supervivencia de los peces o calidad del filete, sino también es
importante conocer cdmo se afecta la fisiologia digestiva del pez. También es
importante evaluar la respuesta de los organismos al ser alimentados con
ingredientes alternativos, asi como la cantidad suministrada (Rodriguez
Covadonga et al., 2009). El realizar estudios de esta indole en peces carnivoros
puede ayudar a entender algunos aspectos referentes al estado nutricional de los
organismo de cultivo (Hidalgo et al., 1999).

Por todo lo anterior, la presente investigacion evalué la actividad de las
principales enzimas digestivas como tripsina, quimotripsina, fosfatasa alcalina y
leucina aminopeptidasa, consideradas como marcadores del estatus nutricional de
de los juveniles de T. macdonaldi, debido a que pueden verse afectadas por la

calidad y cantidad de nutrientes suministrados, y asi, elegir el nivel optimo de
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sustitucion de la harina de pescado, y a su vez que pueda ser aprovechado por los

juveniles sin que se vean afectados la capacidad de hidrolizar los nutrientes.

2.2. Metabolismo Intermediario

En el metabolismo intermediario hepético, no existe hasta el momento un
patron claro que vincule la actividad de las principales rutas metabdlicas con la
utilizacion de proteinas, lipidos y carbohidratos (Pérez-Jiménez, 2008), esto
aunado a la respuesta que puede presentar cada especie hacia distintos
nutrientes, ya que la fuente de los mismos suelen ser muy variables (Oliva-Teles
2012). Actualmente las investigaciones acerca de la respuesta de las enzimas
que participan en el metabolismo intermediario se han enfocado principalmente en
el uso de fuentes alternas de energia (carbohidratos) en peces carnivoros, en
donde la mayoria de los organismos han presentado diferentes comportamientos
en las distintas enzimas que participan en el metabolismos intermediario, sobre
todo en las enzimas que participan en las rutas de la glucolisis y gluconeogénesis,
tal como se ha observado en lubina Europea D. labrax (Enes et al., 2006a; Enes et
al., 2006b; Moreira et al., 2008; Enes et al., 2008), en dorada S. aurata (Fernandez
et al., 2007), trucha arcoiris O. mykiss (Panserat et al., 2000b; Capilla et al., 2003),
salmoén del Atlantico S. salar (Panserat et al., 200b; Capilla et al., 2004). Asi
también, se han realizado estudios donde el metabolismo de los peces en la
mayoria de las ocasiones tiende a verse afectado de manera significativa por
inanicién, sobre todo se inhiben las enzimas que participan en glucolisis,

glucogénesis, catabolismo de aminoacidos, y lipogénesis, en especies como
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lubina Europea D. labrax (Pérez-Jiménez et al., 2007; Viegas et al., 2014), en
trucha arcoiris O. mykiss (Soengas et al., 2006).

Por otra parte, se ha observado que las enzimas que participan en el
catabolismo de aminoéacidos tienden a tener una alta afinidad por estos, por
consiguiente, al tener una baja concentracién en las dietas, se pueden inhibir las
enzimas del metabolismo (Peres y Oliva-Teles, 2007). Se ha observado que un
cambio en los nutrientes puede generar cambios en la actividad metabdlica
(Bafuelos-Vargas, 2014). En este sentido, en trucha Salmo gairdneri observaron
Se ha observado que un cambio en los nutrientes puede generar cambios en la
actividad metabdlica un cambio la respuesta de la actividad de enzimas
metabdlicas por efecto de diferentes tipos de proteina (harina de pescado, caseina
y gluten de maiz) suministrada. De los trabajos mas recientes realizados en
totoaba T. macdonaldi, se evalu6 el efecto de CPS adicionada con taurina en el
metabolismo intermediario (glicolisis, gluconeogénesis y catabolismo de
aminoacidos), se observo que el uso de taurina ayuda a mejorar la actividad de las
enzimas del metabolismo intermediario y en las antioxidantes, esto en las dietas
con CPS (Bafiuelos-Vargas et al., 2014).

Es de suma importancia continuar investigando el efecto de fuentes
alternativas de proteinas derivadas de fuentes vegetales que sean mas viables,
accesibles, y que no se vea comprometido la actividad de las enzimas que
participan en el metabolismo intermediario de los organismos de cultivo, para
lograr elaborar dietas apropiadas para peces marinos carnivoros (Enes et al.,

2009). Por lo que, analizar la respuesta del metabolismo de los peces carnivoros
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como lo es totoaba podra ayudar a visualizar de mejor manera el aprovechamiento

de los nutrientes, y especificamente aquellos que son de interés.

2.3. Hematologia y quimica sanguinea en cultivo de peces

La hematologia y quimica sanguinea son una herramienta utilizada como
indicador de salud tanto de organismos de habitats silvestres como en cautiverio
(Atencio-Garcia et al., 2007). A partir de la respuesta de los parametros de la
hematologia, asi como de la quimica de la sangre en los peces, pueden indicar la
condicion fisiologica de los organismos debido a las dietas utilizadas en la
alimentacion (Glencross et al.,, 2007). Tal como se ha visto en estudios
hematoldgicos de tilapia hibrida Oreochromis niloticus, tilapia nilética O. aureus y
tilapia O. sp. alimentados con dietas que contenian harina de algodén como fuente
de proteina alternativa, los peces mostraron una disminucién en el contenido de
hemoglobina y del hematocrito, lo que podria atribuirse a un reflejo de la toxicidad
de los polifenoles presentes en la harina de algodon (Mbahinzireki et al., 2001;
Yue y Zhou, 2008). Por otra parte, en peces marinos como el salmén del Atlantico
y cobia del Atlantico se ha observado que los parametros hematolégicos y quimica
sanguinea no presentan diferencias significativas al sustituir la fuente de proteina
de la dieta con inclusiones elevadas de proteinas vegetales (Hemre et al., 2005;
Olsen al., 2007).

Un estudio reciente en juveniles de totoaba muestra el efecto de la
sustitucién parcial de HP por CPS, donde observaron cambios negativos en la
hematologia y quimica sanguinea con 60% de la proteina alternativa. Estos

resultados indicaron que con esos niveles los peces llegaron a presentar una
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disminucién tanto en la hematologia como en la bioguimica sanguinea,
aparentemente influenciada por los FANs contenidos en el CPS (L6pez et al.,
2015).

La hematologia y quimica sanguinea han sido herramienta para valorar el
estatus de salud de los peces sometidos a contaminantes, condiciones de estrés
por manejo y por cuestiones nutricionales. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto del CPS en la dieta y con ayuda de la hematologia y quimica
sanguinea en juveniles de T. macdonaldi lograr determinar el efecto en la salud
de los peces sometidos a los diferentes niveles de sustitucion de CPS, y con ello

determinar los niveles apropiados para la especie.

2.4. Histologia de tejido hepético

Los andlisis histologicos permiten determinar si existe o existio dafio
hepético causado por patologias ocasionadas por desbalance nutricional. La
informacion acerca de la descripcion del tejido hepatico de peces es muy escasa,
entre estos se encuentran los estudios de Guzman-Beltran et al. (2013) quienes
observaron hepatocitos con nucleos prominentes centrados dispuestos en
cordones e identificaron la parte exocrina y enddécrina del pancreas del bagre
Pimelodus blochii, asi como el trabajo de Torres et al. (2010), quienes realizaron la
descripcion histologica del higado de tilapia O. niloticus e identificaron la forma
poliédrica de los hepatocitos y ndédulos pancreéticos dentro del tejido hepético.
Menke et al. (2011), observaron que el parénquima de pez cebra muestra un
acomodo diferente de los hepatocitos con respecto a los vertebrados terrestres.

Respecto a lo anterior, es de suma importancia conocer el acomodo y la estructura
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del parénquima hepatico y pancreatico de los peces de estudio. Esto servirh como
punto de referencia para evaluar el posible dafio en el tejido hepéatico como sefial
de alguna anomalia del funcionamiento del higado, relacionado a cuestiones
nutricionales o por factores abioticos que puedan afectar y ser un indicio de alguna
patologia del pez en su cultivo.

La histologia ha sido tomada como referencia para evaluar los estados de
salud y nutricional de los peces. Hasta el momento, se conoce el efecto de
alimento comercial en dorada S. aurata y lobina Europea D. labrax presentando
sefales de esteatosis en higado de los juveniles (Spisni et al., 1998); en lenguado
del Atlantico (H. Hippoglossus) observaron un efecto en el tejido hepatico en los
organismos alimentados con diferentes dietas, al final del estudio los autores
concluyeron que dichas alteraciones en la histologia del higado fue debida al
alimento comercial (Bolla et al., 2011); en carpa comun Cyprinus carpio evaluaron
el efecto de la harina de algodén como sustituto proteinico, lo que presenté
cambios en el parénquima hepaticos de la carpa (Wang et al., 2014). En un
estudio mas reciente realizado por nuestro grupo de investigacion, donde se
evalué el efecto de CPS adicionado con taurina se realizaron cortes histolégicos
del tejido hepatico de totoaba, mostrando que al no suplementar taurina a las
dietas con altos niveles de CPS causo efectos adversos en el metabolismo, dando
pie a la formacion de un higado verde y a la presencia de macro vesiculas en
hepatocitos (LOopez et al., 2015). Por consiguiente, la histologia podria ser
considerada como herramienta clave para poder evaluar el efecto que tienen las

fuentes alternativas de ingredientes, en el caso particular, el efecto de CPS en la
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morfologia de las células hepaticas, dando respuesta a elegir un mejor nivel de
inclusién de sustituto proteinico en dietas de totoaba.

En el presente trabajo se analizé el higado mediante estudios histolégicos,
ya que es un organo importante en los procesos metabdlicos y sobre el cual existe
escasa informacion basica, por lo que se pueden valorar los problemas
nutricionales que pueden afectan la fisiologia hepatica en peces marinos

carnivoros de importancia en la acuacultura.
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3.0. Justificacion

Es vital para la acuacultura maximizar el rendimiento de la produccion del
cultivo de peces mediante el desarrollo de alimentos Optimos segun las
necesidades fisioldégicas de cada especie en sus diferentes etapas de crecimiento,
asi como, optimizar el rendimiento econdmico, considerando el valor nutritivo,
disponibilidad y facilidad de procesado de las diferentes materias primas, de tal
manera que el costo final del alimento sea rentable para el acuacultor. De acuerdo
a estudios enfocados sobre requerimientos nutricionales en peces carnivoros, se
ha comprobado que el concentrado de proteina de soya es un ingrediente
potencial para cubrir las demandas de proteina, tomando en cuenta las
concentraciones adecuadas en los alimentos, sin embargo, algunas especies
carnivoras han mostrado ser poco tolerantes a este fuente de proteina de origen
vegetal. Existe un interés apremiante por parte de la industria de los alimentos
para la acuacultura contar con el conocimiento para reducir los insumos de harina
de pescado en las formulas, asi como, reducir los costos de produccién de
alimentos para peces carnivoros, y en particular de Totoaba macdonaldi como
especie potencial para la acuacultura en el noroeste del pais. Por todo lo anterior,
es necesario realizar estudios para determinar los niveles Gptimos de sustitucion
proteica en las formulas alimenticias de esta especie, para que los cultivos sean

rentables.

Con el fin de aportar dicho conocimiento, es necesario investigar sobre la

respuesta del metabolismo intermediario y actividad de enzimas digestivas, asi
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como el estatus de salud y cambios histologicos en el tejido hepatico en juveniles
de T. macdonaldi al ser alimentados con diferentes niveles de concentrado de
proteina de soya y lograr desarrollar formulaciones acorde con sus capacidades

fisiologicas y benéficas para soportar condiciones de cultivo.

4.0. Hipotesis
El uso del concentrado de proteina de soya como fuente alternativa de
proteina en la dieta para juveniles de Totoaba macdonaldi tendra un efecto
positivo en los parametros productivos, asi como en la actividad de las
enzimas digestivas y metabdlicas, y salud de los organismos. Se
estableceran los niveles o6ptimos de sustiucion en la dieta sin verse

comprometido el desarrollo y salud de la especie.

5.0. Objetivos

5.1. Objetivo general

Evaluar los efectos del concentrado de proteina de soya en dietas
formuladas para juveniles de Totoaba macdonaldi sobre los parametros
productivos, asi como la actividad de enzimas digestivas, metabdlicas, y la salud

de los organismos.

5.2. Objetivos particulares
1. Determinar el efecto de dietas formuladas con concentado de proteina
de soya en el crecimiento, peso promedio ganado, indice de crecimiento

diario y eficiencia alimenticia de juveniles de Totoaba macdonaldi.
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2. Evaluar la actividad de enzimas digestivas y metabolismo intermediario
en juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con dietas formuladas

con concentado de proteina de soya.

3. Medir la respuesta hematolégica y de bioquimica sanguinea de juveniles
de Totoaba macdonaldi ante la sustitucion parcial y total de la harina de

pescado por concentado de proteina de soya.

Comparar por medio de histologia del higado a juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con las dietas formuladas a base de
concentado de proteina de soya con la dieta control a base de harina de

pescado.

6.0. Material y métodos

Dietas experimentales fueron elaboradas a partir de dos fuentes de
proteina, harina de pescado y concentrado proteina de soya, la elaboracién se
realizé en la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la Facultad de

Ciencias Marinas (FCM) de la Universidad Autonoma de Baja California (UABC).

6.1. Dietas

Se formularon ocho dietas isoprotéicas, en las cuales se vario la sustitucién
de harina de pescado por concentrado de proteina de soya con un 0, 15, 30, 45,
60, 75, 90 y 100%, de reemplazo en proporcion de la fuente de pescado,
nombrandose como DC, CPS15. CPS30, CPS45, CPS60, CPS75. CPS90 y

CPS100, respectivamente, ver Tabla 3.
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Los ingredientes secos (harina de pescado y krill, proteina de soya, cloruro
de colina, vitaminas, minerales, &acido ascorbico) se homogenizaron en una
mezcladora marca HOBART (modelo A 2000) y se afiadié aceite de pescado con
vitamina E para prevenir los efectos de la rancidez oxidativa, y por lo tanto la
rancidez de la dieta, posteriormente se agregaron el almidon cocido y la gelatina
disuelta en agua caliente de forma liquida para obtener pellets, posteriormente se
secaron en una estufa de conveccién a 70°C por 24 horas, hasta obtener una

humedad inferior a 5%.

Terminada la elaboraciéon de las dietas se almacenaron en bolsas de

plastico a una temperatura de -20°C hasta ser utilizadas.
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Tabla 3. Ingredientes y composicién proximal de las dietas experimentales para los juveniles

Totoaba macdonaldi con diferentes niveles de concentrado de proteina de soya (CPS).

Dietas

DC CPS15 CPS30 CPS45 CPS60 CPS75 CPS90 CPS100

Ingredientes (% peso seco)

;'j:cn;gf 57.7 49.0 39.6 31.3 23.3 17.2 6.6 0.0
cpst 0.0 8.6 16.9 25.4 33.6 40.0 51.0 58.0
Harina de krill® 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0
Gelatina 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Almidon 14.0 14.0 13.5 13.0 12.5 12.2 114 9.0
Celulosa 2.8 24 1.5 1.5 2.6 1.5 1.3 3.3
A. de pescado® 5.0 5.5 8.0 8.3 8.5 8.6 9.0 9.5
Mez. minerales® 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Mez. vitaminas* 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Cloruro de colina 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.20
Lisina® 1.0 1.0 1.0 1.1 1.1 1.2 1.3 1.3
Metionina® 0.5 0.50 0.60 0.70 0.70 0.80 0.80 0.50
Taurina® 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
Andlisis proximal (% peso seco)

Proteina total 51.4 51.4 50.3 50.8 51.5 51.5 50.9 50.5
Lipidos totales 12.8 11.9 12.3 12.4 12.0 11.9 11.8 11.8
Cenizas % 14.7 14.1 12.9 12.9 12.3 11.1 10.2 9.2
Almidon % 13.8 13.6 13.1 12.8 12.2 11.8 114 11.0
ELN 7.3 8.4 10.0 11.2 11.5 135 155 17.5
Energia (kJ/g™) 19.6 19.3 19.2 19.0 19.1 19.0 18.8 18.2
Razén P/E (kJ™) 24.6 24.9 24.2 24.2 24.5 24.3 23.9 23.6

"Rangen, comercial HighPro fish meal, U.S.A. (proteina: 72%:; lipidos: 12%; cenizas: 16%) y Concentrado de Proteina de Soya
(CPS, Qrotel'na: 71%, lipidos: 5%, ash:5%), 2Harina de krill de Skretting, Vancouver, British Columbia, Canadéa; CP: 60.0%; CL:
20%). © ASA Premix (g kg'l): ASA Premix (g 100 g'l):. *Amino acidos de Pharmaceutical Co., Ltd., U.S.A. Extracto libre de
nitrégeno (ELN) = 100-(%Proteina+%Lipidos+%Ceniza+%Almiddn). DC: Dieta control, CPS15: Dieta 15%, CPS30: 30%, CPS45:
45, CPS60: 60%, CPS75: 75%, CPS90: 90% y CPS100: 100 %.

36



Concentrado de proteina de soya en dietas para juveniles de Totoaba macdonaldi  Idaly Trejo Escamilla

Tabla 4. Perfil de aminoacidos (g AA 100 g* de dieta, base seca) de las diferentes dietas
experimentales de los juveniles de Totoaba macdonaldi.

DC CPS15 CPS30 CPS45 CPS60 CPS75 CPS90 CPSC100

Proteina

51.4 51.4 50.3 50.8 51.5 51.5 50.9 50.5
cruda

Aminoacidos esenciales

Histidina 2.03 2.08 2.07 1.97 191 1.79 1.84 1.93
Treonina 2.12 2.05 2.06 1.90 1.84 1.67 1.71 1.70
Arginina 3.37 3.27 3.79 3.54 3.36 3.07 3.40 3.42
Valina 2.29 2.24 2.23 2.06 2.03 1.84 1.90 1.87
Metionina 0.97 0.88 1.01 0.92 0.84 0.58 0.72 0.61
Isoleucina 2.06 1.89 1.75 1.92 1.86 1.78 1.79 1.89
Leucina 3.60 3.58 3.21 3.32 3.34 3.16 3.21 3.29
Fenilalanina 2.03 2.11 2.11 2.05 2.16 211 2.20 2.38
Lisina 4.44 4.14 3.89 3.96 3.47 3.13 3.18 3.07
Triptéfano 0.06 0.05 0.06 0.05 0.05 0.06 0.05 0.05
Taurina 1.32 1.30 1.27 1.18 1.10 1.21 1.16 1.01

Aminoacidos no esenciales

Acido

aspartico 4.34 4.62 5.36 4.49 4.56 5.69 4.57 6.33
Serina 2.08 2.11 2.29 2.25 2.16 2.17 2.21 2.38
Acido

glutdmico 8.04 8.31 8.92 8.98 8.79 8.72 9.14 9.76
Glicina 2.70 2.58 2.81 2.72 241 2.40 2.30 2.38
Alanina 3.05 2.74 2.92 2.65 2.32 2.63 2.08 2.69
Prolina 2.15 2.26 2.36 2.37 2.40 2.44 2.52 2.63
Tirosina 0.78 0.75 1.09 0.94 0.98 0.63 0.97 0.86

DC: Dieta control, CPS15: Dieta 15%, CPS30: 30%, CPS45: 45, CPS60: 60%, CPS75: 75%, CPS90: 90% y
CPS100: 100 %.
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6.2. Crecimiento
Totoaba macdonaldi

Se trabaj6 con juveniles de T. macdonaldi que fueron proporcionados por UBP
de la Facultad de Ciencias Marinas de la UABC, mismo lugar donde se desarroll6 el
bioensayo de alimentacion.

Los peces fueron cultivados en un sistema cerrado tipo “Guelph” que consta de
24 tanques de 120 L a una temperatura 23 + 1°C. Los peces fueron aclimatados
durante 2 semanas con la dieta control (DC), posteriormente se les aliment6 con las
dietas experimentales. El disefio experimental fue aleatorio simple, por lo que cada
tratamiento fue por triplicado, distribuidos al azar y cada tanque contenia 20
organismos. El peso promedio de los organismos al inicio del experimento fue de 50 +
1.0 g. Se les alimenté dos veces al dia (8:00 y 18:00 horas) a saciedad aparente. Se
monitoreé y controldé la temperatura a 23 £1 con un termo control de chillers. La
salinidad fue monitoreada con un refractrometro y mantenida a 35 +0.5%.. La
concentracién de oxigeno disuelto se mantuvo a 6 mg L™ El total de nitrégeno
amoniacal total fue monitoreado diariamente antes de cada alimentacion con un kit
(Aquarium Pharmaceutical, Mars, PA, USA). El fotoperiodo fue controlado de manera
automatica con un ciclo de 12 h luz: 12 h obscuridad. La duracion del experimento fue

de 60 dias para poder observar el efecto de cada uno de los tratamientos.

6.3. Pardmetros de crecimiento y eficiencia del alimento

6.3.1 Sobrevivencia (%) = (# de peces al final / # de peces al inicio) x 100
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6.3.2. Tasa de Crecimiento (TC): La tasa de crecimiento se determind por replica-
tratamiento (g org.™ dia™) al dividir el peso ganado entre el nimero de organismos
pesados por el nUmero de dias transcurridos en el experimento (Hardy y Barrows,

2002). TC = Peso final —peso inicial / (# organismos) x (dias)

6.3.3. indice de Crecimiento Diario: ICD = [(Py Y- P; ¥®) x (# dias)™] x 100
Doénde: Puf= peso final (g), Pi= peso inicial (g)

6.3.4. Eficiencia de Conversion Alimenticia (ECA)

La eficiencia de conversion alimenticia se calculd6 mediante la division del peso de los

organismos Yy el alimento seco consumido (Hardy y Barrows, 2002).
ECA= Peso ganado (g)/ alimento seco (g)

6.3.5 Razon de Eficiencia Proteica (REP): La razon de eficiencia de proteina se
determind mediante el peso ganado entre la proteina total consumida por los

organismos (Hardy y Barrows, 2002).

REP= Peso ganado (g) /proteina total consumida
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6.4 Métodos analiticos

6.4 .1. Retencidn de nitrégeno, lipidos y energia

La determinacion de la retencion de nitrégeno, lipidos y energia en juveniles de
totoaba de las dietas experimentales fueron realizados de acuerdo a Cho y Kaushik

(1990).

6.4.2. Retencién de nitrogeno
Nk (g pez™t) = [{[(PF x Ptg)/ 100] — [(P! x Pt;)/ 100] } / 6.25] x NI / 100
NI (%) = 6.25 x [Al x (PC / 100)]

Donde Ng es la cantidad de nitrégeno retenido desde la dieta; PF es el peso final
del pez; Ptr es la proteina total final del pez entero; Pl es el peso inicial del pez; Pt, es la
proteina total inicial del pez entero; NI es el nitrdgeno ingerido desde la dieta. Al es la
cantidad de alimento consumido por pez; PC es la cantidad de proteina cruda por

gramo de dieta.

6.4.3. Retencién de lipidos
Lr (g pez™®) = {[(PF x Lg) — (P1 x L;) ]/ 100} x LI / 100
LI (%) = Al x (LT / 100)

Donde Lk es la cantidad de lipidos retenidos desde la dieta; Lr es la cantidad de
lipidos final del pez entero; L, es la cantidad de lipidos inicial del pez entero; LI es la
cantidad de lipidos ingeridos desde la dieta. LC es la cantidad de lipidos cruda por

gramo de dieta.
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6.4.4. Retencidn de energia
Er (kJ pez™) = [(PF x E) — (P1 x E))] x EI / 100
El (%) = Al x (ET / 100)

Donde Er es la cantidad de energia total retenida desde la dieta; Ef es la
cantidad de energia total final del pez entero; E, es la cantidad de energia total inicial
del pez entero; El es la cantidad de energia total ingerida desde la dieta. LC es la

cantidad de energia total por gramo de dieta.

6.4.5. Andlisis quimico proximal

Cada uno de los ingredientes, las dietas formuladas, los tejidos (musculo e
higado), el organismo entero y sus heces fueron analizados en su contenido quimico
proximal. Para el andlisis de proteina cruda se multiplicé la concentracion de nitrégeno
total de la muestra por la constante 6.25 (N x 6.25) mediante el método Kjeldahl (1883).
Las cenizas se obtuvieron al calcinar 1 gr. de muestra durante 8 horas a 500 °C
(AOAC, 1995). EIl contenido de lipidos se determind por el método modificado de Folch
et al. (1957). El contenido de almidén fue determinado utilizando estandar de almidon

con un kit de glucosa por medio del método de Plummer (1987).

6.5. Determinacion de aminoéacidos

La determinacion de los perfiles de aminoéacidos se llevo a cabo en un sistema
UPLC: Sistema de bombeo Dual (Bin Pump) con un cromatografo de liquidos Agilent
1260, con detector de fluorescencia de onda multiple Agilent 1260,iexc: 280nm,Jemss:

340nm en las instalaciones del laboratorio de nutricién acuicola de la FCM.
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6.6. Grado de hidrolisis (GH) y digestibilidad In vitro

Para obtener el la digestibilidad In vitro de los ingredientes y de las dietas se
llevé a cabo la metodologia propuesta por Dimes y Haard (1994). Se utiliz6 un pH-
STAT (902 Stat Trinitron Metrohm, Suiza). Para la determinacion de proteasas &cidas
los extractos se incubaron con hemoglobina (0.5%) con un buffer de pH 3 (Glicina-HCI).
Para el caso de las proteasas alcalinas se utiliz6 como sustrato a la caseina (1%) con
un buffer universal de pH 9 (Stauffer, 1989), la proteina en solucion de 40 mg voliumen
de 5 ml (8 mg de proteina ml™) de agua destilada. Ambas reacciones (acida y alcalina

se mantuvieron tanto 37°C).

La digestibilidad &cida (multienzimético a pH 3.5) se utilizé 50 UAE ml™, se utiliz6
0.1 N HCI, la reaccion tuvo una duracién de 15 minutos (90 s); la digestibilidad alcalina
(multienzimético a pH 8) considerando 400 UAE ml™ de actividad total, la reaccién duré

45 minutos (2700 s) a pH 8 con NaOH 1N.

El grado de hidrdlisis (GH en %), se obtiene de acuerdo a los enlaces peptidicos
hidrolizados por las proteasas digestivas con repecto al numero total de enlaces

peptidicos presentes en una proteina (Adler-Niesse, 1976).

6.7. Actividad de enzimas digestivas

Los extractos enzimaticos se obtuvieron al disecar al pez en una base de hielo
seco y obtener partes de su sistema digestivo (intestino) de los juveniles de totoaba al
inicio y al final del experimento, (6 organismos por replica), se congelaron a -70°C.
Posteriormente fueron homogenizados en HCI-Tris 50 mmol L™, CaCl, 20 mmol L™, pH

9 a un volumen 1:5, con un homogenizador de tejidos y se centrifugaron a 14,000 rpm
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por 150 min a 4°C. Se recobrd la fraccion soluble y se distribuyeron en alicuotas de 0.5
mL y se almacenaron a -70°C hasta la realizacion de los andlisis enzimaticos. Se midi6
la actividad de las siguientes enzimas digestivas:

Actividad proteolitica alcalina: La proteasa alcalina fue medida con la técnica
de Walter (1984) usando como sustrato caseina al 0.5 % en una solucion tampoén Tris-
HCI 50 mmol L™, CaClI2 10 mmol L™* a pH 9.

Tripsina (E.C.3.4.2.1.4): Se utiliz6 una modificacion de la metodologia de
Erlanger et al. (1961), empleando Na-Benzoil-DL-Arginina-P-Nitroanilida (BAPNA),
utilizando una solucién amortiguadora de Tris-HCI 100 mM, CaCl, 10 mM a pH 8.

Quimotripsina (EC. 3.4.21.1): La actividad quimotripsina fue determinada por el
método de Del Mar et al. (1979) con N-benzoil-L-tirosina etil ester (BTEE), utilizando
una solucion amortiguadora de Tris-HCI 100 mM, CaCl,; 100 mM a pH 7.8.

Leucina aminopeptidasa (EC.2.1.6.6): Esta enzima fue determinada por el
método de Maraux et al. (1973) utilizando como sustrato L-leucin-P-nitroanilida (0.1
mmol L") en DMSO usando una solucién tampén de fosfato sédico 50 mM a pH 7.2.

Fosfatasa alcalina (EC.3.1.3.1): Fue determinada utilizando como sustrato 4-
nitrofenilfosfato en una solucion amortiguadora de NaOH-glicina (0.1 M) a pH 10.1, de

acuerdo a la metodologia de Bergmeyer (1974).

6.8. Actividad de enzimas claves del metabolismo intermediario

Se realizd la extraccion de higado por cada réplica (dos peces por tanque).
Antes de realizar los andlisis enzimaticos, las muestras de higado se homogenizaron
en proporcién 1:4 de muestra de higado: tampon Tris-HCI 100 mM pH 7.8, con Tritdn

X-100 al 0.1% y EDTA 0.1 mM. Todo el proceso de homogeneizacion se realizé en frio
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utilizando bafos de hielo molido. EI homogenizado fue centrifugado a 16,000 rpm a 4°C
durante 30 minutos y el sobrenadante se recuperd y almacend en tubos de 0.5 mL y se
resguardaron a -70°C hasta el momento de su andlisis (Pérez-Jiménez et al., 2012).

Para determinar la actividad de las diferentes enzimas implicadas en el
metabolismo intermediario, se utilizdé un lector de microplacas ThermoScientific, donde
fueron monitoreados los cambios de absorbancia a una longitud de onda de 340 nm.
Todas las enzimas del metabolismo intermediario fueron analizadas a 25°C en un
volumen final de la “mezcla de reaccion” de 200 pL. La concentracién Optima de
sustrato, asi como de la dilucion més apropiada del extracto, fue establecido con base
en los andlisis preliminares.

Se evalué la actividad de las siguientes enzimas clave del metabolismo
intermediario:

Aspartato  aminotrasnferasa (ASAT, E.C. 2.6.1.1), y alanino
aminotrasnferasa (ALAT, E.C. 2.6.1.2), se realiz6 basandose en la medida
espectrofotométrica de la disminucién de densidad Optica producida por la oxidacién de
NADH, para lo cual se utilizaron kits comerciales de realiz6 determinaron con kits de

POINTE SCIENTIFIC, INC.

Glutamato deshidrogenasa (GDH, E.C. 1.4.1.2), para determinar la actividad
GDH se tomé como base la medida espectrofotométrica de la disminucion de densidad
Optica producida por la oxidacion de NADH, para lo cual se utilizé la metodologia de
Morales et al. (1990), utilizando una solucion amortiguadora de Imidazol 71.4 mM pH

7.4, como sustrato o-KG (a-acido ketoglutarico) 200mM.
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Hexoquinasa (HK, E.C. 2.7.1.1) y, glucoquinasa (GK; E.C. 2.7.1.2). La
actividad HK y GK y se realiz6 basandose en la medida espectrofotométrica de la
reduccién de NADP+, para ambas enzimas se prosiguié de acuerdo con la metodologia
de Vijayan et al. (1990), para lo cual se utilizd una solucion amortiguadora de 50 mM
192 ATP, 100 mM MgCl2, 8 mM NADP, 2 unidades mL™ G6PD y como sustrato
glucosa a 10 mM (HK) y 1 M (GK).

Fructosa 1-6 bifosfatasa (FBPasa, E.C. 3.1.3.11). Su actividad fue estimada
basandose en la medida espectrofotométrica de la reducciéon de NADP+, de acuerdo a
la metodologia de Morales et al. (1990). La mezcla de reaccion que contenia 71.4 mM
imidazol-HCI como buffer (pH 7.4), 100 mM MgCl,, 240 mM 2-mercaptoetanol, 10 mM
NADP, 2 unidades mL™ de G6PD, 2 unidades mL™ de PGl y 0.5 mM de fructosa 1,6-
bisfofatasa y como sustrato Fructosa 1-6-bifosfato (FBP) 5 mM.

Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD, E.C. 1.1.1.49), para medir la
actividad FBPasa se realizO basdndose en la medida espectrofotométrica de la
reduccién de NADP+, para lo cual se utiliz6 la metodologia de Morales et al. (1990),
para lo cual se utiliz6 un mezcla de reactivos que contenia 71.4 mM imidazol, HCI
como amortiguador (pH 7.4), 100 mM MgCI2, 20 mM NADP y como sustrato 10 mM de
glucosa-6-fosfatasa (G6P).

Enzima malica (EM, E.C. 1.1.1.40). Esta mediciébn se bas6é en la medida
espectrofotométrica de la reduccion de NADP+, para lo cual se utiliz6 un mezcla de
reactivos que contenia solucion amortiguadora de imidazol y HCI 71.4 mM imidazol y
HCI (pH 7.4), 100 mM MgCl,, 8 mM NADP y como sustrato 40 mM L-malato. La
actividad EM se emple6 el método descrito por Singer et al. (1990).
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6.9. Analisis hematoldgico y bioguimica sanguinea

Los peces fueron sometidos a 12 horas de ayuno. Para los analisis
hematoldgicos, se colectaron muestras individuales de sangre de 6-8 peces por tanque.
La sangre se colectd a través de puncion cardiaca con jeringas con 0.1 ml de solucion
EDTA (7.5 mg mL™ sangre) como anticoagulante. Las muestras se procesaron de
manera inmediata para los andlisis de eritrocitos circulantes, hemoglobina y
hematocrito. El resto de las muestras de sangre fueron centrifugadas a 12,000 rpm por
5 minutos a 4°C (Atencio-Garcia et al., 2007). Se colect6 el plasma y se almacend en
refrigeracién para los analisis de concentracion de proteinas totales, albumina y
glucosa el mismo dia.

La cuenta total de eritrocitos circulantes (1x10° cel.uL™) se realiz6 mediante la
dilucién de 20 pL de sangre en solucion de Dacie para peces a razon de 1:50, muestra:
solucién, respectivamente (Blaxhall y Daisley, 1973; De Pedro et al., 2004). Después
de homogenizar las muestras, se tomaron 10 pL para colocarlos en la camara
Neubauer. Para el posterior conteo de los eritrocitos, fueron tomadas fotografias de la
camara Neubauer a través de una camara digital PAXcam?2 (Pax-it version 6, Mis Inc.,
USA) software conectada un microscopio éptico BH-2 Olympus (Japén).

El hematocrito (HT, %) fue determinado por el método de micro hematocrito,
para lo cual las muestras de sangre fueron centrifugadas 10,000 rpm por 5 min y se
utilizé el lector para tubos capilares de hematocrito Spiracrit Lancer. La concentracion
de hemoglobina (HB, g dI'!) se determiné con kits de POINTE SCIENTIFIC, INC. Los
datos obtenidos de la cuenta total de EC, concentracion de HB y HT fueron utilizados
para calcular los indices de Wintrobe como se describe a continuacion:
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Media del volumen celular (eritrocitos)

(MVC, fL) = HT * 10" / EC

Media de hemoglobina celular

(MHC, pg) = HB * 10’ / RBC

Media de la concentracién de hemoglobina corpuscular (MCHC, g dI'!) = HB*100 /

HT.

6.10 Andlisis histologico

Para analizar el estado histologico del higado de los juveniles de totoaba al ser
alimentados con las diferentes formulaciones que contenian variaciones en la proteina
de origen vegetal, se tomaron muestras las cuales fueron fijadas en solucion Davison
por un periodo de 24 horas. Posteriormente se lavaron con agua destilada y se
almacenaron en etanol 70% a 4°C hasta su deshidratacion. La deshidratacion de las
muestras se realiz6 a través de un deshidratador de tejidos automatico (Leica-TP

1040). Se empled la metodologia de tincién para Hematoxilina y Eosina.

Se tomaron fotografias de las laminas en una camara digital Olimpus (software

version 6, Mis Inc., USA) conectada a un microscopio AXIOSCOP 40.

7.0. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los parametros de crecimiento y actividad especifica e
individual de las enzimas digestivas y metabdlicas fueron analizados para evaluar
normalidad y homogeneidad de varianzas, se aplicO ANOVA de una via. La normalidad
fue probada con la prueba Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad con la prueba de

Levene. Los resultados se expresaron como media + error estandar, en caso de no ser
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paramétricos, estos fueron transformados a logaritmo natural. Se aplicé la prueba de
Student-Newman para denotar si los datos fueron estadisticamente significantes con
alfa 0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa Sigma-
Plot 11.0 para Windows (Sigma- Plot® ver. 11.0, USA). Se aplico un modelo de
regresion cuadratica de acuerdo a Robbins et al. (2006), se utiliz6 PROC NLIN in SAS

V8 for Windows.
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Il. 8.1. Sobrevivencia, crecimiento y eficiencia alimenticia

Al final del periodo experimental, la supervivencia de los organismos fue mayor
al 97+ 3.0%, no se presentaron diferencias significativas (P = 0.8) entre los tratamientos
(Tabla 5). Se presentaron diferencias significativas en crecimiento y eficiencia
alimenticia (P <0.001). Los peces presentaron un peso entre 103 £1.9 a 135 +7.1 g, con
los mayores ejemplares en DC hasta CPS45, y los menores en las dietas CPS90 y

CPS100, siendo significativamente diferentes del resto de las dietas, Figura 2.

160 - Crecimiento de Toteaba macdonaldi
ab 2 2 ® Peso final
140 a

= Peso inicial
ab

ab
120

100 A

80

Pesofinal (g)

60

40 4

20 4

DC CPS15 CPS30 CPS45 CPS60 CPS75 CPS90 CPS100
DIETAS

Figura 3. Crecimiento presentado en juveniles de Totoaba macdonaldi con los diferentes
tratamientos durante el estudio experimental. DC: Dieta control, CPS15: Dieta 15%, CPS30:
30%, CPS45: 45, CPS60: 60%, CPS75: 75%, CPS90: 90% y CPS100: 100 %.

Al final del bioensayo (60 dias), se detectaron diferencias significativas (P

<0.001) en el crecimiento y eficiencia alimenticia de los juveniles (Tabla 5). El peso
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ganado (g kg ABW™ dia™) e indice de crecimiento diario final presentaron valores
similares entre DC hasta CPS45 (17.5 +0.37 a 16.5.£0.35 g y 2.8 £0.03 a 2.6 +0.06 %),
mientras tanto al incrementar el nivel de CPS CPS60 a CPS75, los valores de estos
parametros disminuyeron (15.0 +0.37 g kg ™ dia™, y 2.3 +0.0%). Por su parte al sustituir
de 90 a 100% de CPS, los peces disminuyeron su crecimiento, en tanto que CPS90 y
CPS100 fueron los mas afectados (P<0.001). La tasa de crecimiento especifico (TCE)
presentd valores de 1.8 +0.0.05 a 1.2 +0.02 (P <0.01) de la DC hasta CPS75, a medida
gue CPS incrementd en la dieta se presentaron los valores mas bajos en CPS90 y
CPS100. El consumo diario de alimento (CDA) y la eficiencia alimenticia (EA) y la tasa
de eficiencia proteica (REP) en totoaba presentaron un tendencia similar, con similitud
estadistica en los peces alimentados con CPS hasta el 75 % y los valores mas bajos en
los peces alimentados con CPS90 y CPS100, disminuyendo conforme se incremento

CPS en la dieta.

La correlacién de entre la ganancia en peso (g kg ABW™ dia™) y el reemplazo de
la harina de pescado por el CPS, se describe en el modelo de linea quebrada, donde
se estima el maximo el nivel maximo de sustitucion de la harina de pescado hasta un

34.17% (Figura 3).
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Figura 4. Modelo de regresion cuadrética, adaptada para describir la ganancia en peso
(g kg ABW™ dia™) de los juveniles de Totoaba macdonaldi en respuesta al remplazo de
la harina de pescado por el concentrado de proteina de soya (CPS) en las dietas. El

nivel maximo de remplazo se estimé al 34.17%.

Il. 8.2. Composicién proximal de tejidos y retencién de nutrientes

En la composicion proximal de tejidos se observaron diferencias significativas
(P<0.05) en respuesta a la incorporacion de CPS en las dietas de los juveniles, tal
como se indica en la Tabla 6. En el contenido de proteina y humedad de pez entero no
se presentaron diferencias significativas (P >0.05). En cuanto al contenido de lipidos se

registraron rangos de 3.33 +0.01 a 3.39 +0.02%, donde los valores mas altos se
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presentaron en los peces que se alimentaron con CPS90 y CPS100 (P <0.001)
comparativamente con el resto de las dietas. En el contenido de cenizas se obtuvieron
valores de 3.34 +0.05 a 2.33 +0.4%, donde CPS15 registro el valor mas alto en
cenizas y fue significativamente diferente (P <0.001) de CPS60 hasta CPS100. Por otra
parte, en el contenido de proteina y humedad en muasculo se no mostré diferencias
significativas (P >0.05); sin embargo, en el contenido lipidos existieron diferencias
significativas (P <0.001) con valores de 1.44 +0.02 a 1.57 +0.04%, CPS90 y CPS100
promovieron los valores mas altos, siendo diferentes al resto de las dietas. En cuanto al
contenido de cenizas en musculo los rangos se presentaron entre 1.35 +0.02 a 1.21
+0.02%, donde CPS30 registro el valor mas altos y fue significativamente (P <0.001)

diferente de CPS75, CPS90 y CPS100.

Respecto a la composicién proximal de higado de los juveniles de totoaba se
obtuvieron diferencias significativas (P <0.05) por efecto de la inclusion del CPS en las
dietas de los juveniles, Tabla 4. En el contenido de proteina presentdé un rango de
12.87 +0.14 a 10.57 +0.20%, CPS60 hasta CPS100 fueron los valores méas bajos (P
<0.001) con respecto al resto de las dietas. El depdsito de lipidos en el higado de los
organismos oscilé entre 12.01 +0.13 a 5.79 +0.09%, donde CPS15, CPS30 y CPS45
presentaron los valores mas altos de manera significativa (P <0.001) con respecto al
resto de las dietas: CPS75, CPS90 y CPS100. En cuanto al depésito de glucdgeno se
registraron valores de 8.7 £0.6. a 6.5 +0.10%, donde DC, CPS15 y CPS30 fueron
significativamente (P <0.001) diferentes de CPS60 a CPS100. Los valores de IHS no
presentaron diferencias significativas (P =0.23) en los organismos alimentados con las

diferentes dietas.
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La retencion de nitrégeno (%NR), lipidos (%Lg) y energia (%EgR) presentaron
diferencias significativas (P <0.001) por efecto de la inclusion de CPS en las dietas de
los juveniles, tal como se muestra en la Tabla 7. En %Ngr se obtuvo valores de 56.0
+2.46 a 42.6 +1.0%, donde CD, CPS15 y CPS30 presentaron los valores mas altos y
mostraron diferencias significativas (P <0.001) con respecto a CPS75, CPS90 vy
CPS100. En cuanto a %Lgr y %ERgr se obtuvieron valores de 25.7 £0.9 a 31.6 +1.8% y
49.0 +1.6 a 31.9 +0.8%, respectivamente, donde las dietas DC, CPS15 y CPS30
registraron los valores mas altos, siendo significativamente diferentes (P <0.001)

principalmente deCPS75, CPS90 y CPS100.
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Tabla 5. Sobrevivencia, Pardmetros de crecimiento y eficiencia alimenticia de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con las diferentes dietas experimentales durante dos meses.

Sobrevivencia %
Peso inicial (g)
Peso final(g)

Peso ganado (g kg
ABW™ dia™)*

ICD (%)*

TCE?

CAD (g pez dia™)®
EA’

REP®

Ivs®

Dietas
DC CPS15 CPS30 CPS45 CPS60 CPS75 CPS90 CPS100
100.0+0.00 98.0+1.67 100+0.00 98.0%2.50 98.0+2.50 97.0+3.33 98.0+1.67 100.0+0.00
49.5+1.20 50.3+0.44 51.1+0.71 50.5+0.45 50.4+0.85 51.3+0.60 50.0+0.72 50.74+0.38
135.1+4.14%  143.8#2.62% 143.9+2.87% 132.1#1.11%°  121.3+1.10"™ 124.4+0.57" 106.9+4.18% 103.9+1.89°
16.7+0.53° 17.54¢0.37°  17.3+0.06°  16.5+0.35% 15.0+0.37° 15.1+0.08" 11.9+0.40° 12.5+0.23°
2.6+0.13% 2.8+0.08° 2.8+0.03° 2.6+0.06™ 2.3+0.06° 2.3+0.06° 1.9+0.09° 1.8+0.04°
1.7+0.06° 1.8+0.05% 1.7+0.01° 1.6+0.00° 1.5+0.04° 1.5+0.01° 1.3+0.05° 1.2+0.02°
22.6+1.52° 23.4+0.63°  23.7+0.66°  22.0+0.45% 20.1+0.30" 21.00.49" 17.4+0.62° 15.4+0.22°
1.3+0.01° 1.3+0.03% 1.3+0.01° 1.3+0.03° 1.2+0.01° 1.2+0.02° 1.1+0.04° 1.1+0.04°
2.4+0.05% 2.5+0.08° 2.5+0.09° 2.3+0.13% 2.2+0.04" 2.2+0.06™ 2.1+0.13° 2.1+0.07°
3.3+0.1%° 2.9+0.2° 2.9+0.1° 3.1+0.1" 3.2+0.1%° 3.2+0.1%° 3.6+0.2% 3.8+0.2%

Medias (+SEM), las diferencias estadisticas entre los tratamientos son indicadas con la diferentes letras (P<0.05, ANOVA de una via, aplicando Tukey).
*ABW: Peso promedio: (peso inicial + peso final) / 2
Yindice de crecimiento diario, ICD: [(peso final** - peso incial”®)/ ntmero de dias] x 100

“Tasa de crecimiento especifico: (Peso final-Peso inicial/Nimero de peces/Tiempo)*100

3Consumo de alimento diario, CAD: (consumo promedio de alimento diario/ nimero de peces)
“Eficiencia alimenticia, EA: (peso ganado/ consumo de alimento)
°Razon de eficiencia proteica, REP: (peso ganado/ consumo de proteina cruda)
®indice viscerosomatico, IVS = (peso humedo de visceras/peso del pez) x100

DC: Dieta control,

CPS15: Dieta 15%,

CPS30: 30%,

CPS45: 45, CPS60: 60%,

CPS75: 75%,

CPS90: 90%

y CPS100: 100 %.
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Tabla 6. Composicion proximal de pez entero, musculo e higado (% peso humedo) de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con las diferentes dietas experimentales durante dos meses.

Dietas

DC CPS15 CPS30 CPS45 CPS60 CPS75 CPS90 CPS100
Pez entero
Humedad 73.9+0.16 74.0+0.20 74.0+0.16 74.1+0.15 74.5+0.05 74.7+0.11 74.9+0.22 75.2+0.13
Proteina 19.40+0.10 19.25+0.34 19.03+0.01 18.74.+0.04 19.06+0.63 19.06+0.33 18.42+0.22 18.20+0.12
Lipidos 3.33+0.01™ 3.28+0.08° 3.34+0.07% 3.20+0.18° 3.12+0.01° 3.35+0.05% 3.42+0.03° 3.39+0.02°
Cenizas 3.34+0.05% 3.42+0.03% 3.10+0.02" 3.40+0.01% 3.11+0.04™ 2.87+0.06° 2.65+0.05¢ 2.33+0.04°
Musculo
Humedad 75.3+0.22 75.8+0.24 75.3+0.07 75.1+0.02 75.6+0.27 75.2+0.53 75.9+0.09 76.0+0.18
Proteina 21.7+0.22 21.3+0.14 21.9+0.05 21.8+0.14 21.5+0.17 21.8+0.58 20.9+0.07 21.2+0.19
Lipidos 1.44+0.02" 1.34+0.01° 1.43+0.01" 1.46+0.01° 1.37+0.02" 1.47+0.02° 1.57+0.02° 1.57+0.04%
Cenizas 1.35+0.02? 1.36+0.02° 1.37+0.02? 1.36+0.01° 1.34+0.03% 1.31+0.01° 1.25+0.01¢ 1.21+0.02°
Higado
Humedad 68.6+1.97° 67.0+0.41° 67.1+0.44° 67.4+0.30° 70.7+0.22° 71.9+0.52° 72.1+0.21° 72.7+0.18%
Proteina 12.26+0.08°  12.76+0.14% 12.87+0.17°  12.33+0.09% 11.01+0.10° 10.57+0.20° 11.68+0.17°  11.89+0.16°
Lipidos 10.1620.41"°  11.91+0.08% 12.01+0.13*  11.83+0.04*  10.10+0.15% 9.03+0.14° 5.79+0.09° 7.1620.10°
Cenizas 1.12+0.02° 1.1140.02°  1.27+0.02° 1.25+0.02° 1.16+0.03° 1.15+0.08° 1.10+0.01° 1.17+0.01°
Glucogeno 8.6+0.11° 8.4+0.17° 8.7+0.06% 8.2+0.04%" 7.620.11° 7.5+0.09° 6.6+0.23° 6.5+0.10°
HSI* 1.08+0.06 0.92+0.03 0.92+0.03 0.90+0.04 0.94+0.02 0.95+0.02 1.17+0.13 0.98+0.09

Medias +SEM (n=3), las diferencias estadisticas entre los tratamientos son indicadas con la diferentes letras (P<0.05). *IHS: indice hepatosomatico:
(peso de higado humedo / peso del pez entero) x100. DC: Dieta control, CPS15: Dieta 15%, CPS30: 30%, CPS45: 45, CPS60: 60%, CPS75: 75%,
CPS90: 90% y CPS100: 100 %.

57



Concentrado de proteina de soya en dietas para juveniles de Totoaba macdonaldi  Idaly Trejo Escamilla

Tabla 7. Retencidén de Nitrogeno, Lipidos y Energia de los juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con las diferentes
dietas experimentales durante dos meses.

Dietas

DC CPS15 CPS30 CPS45 CPS60 CPS75 CPS90 CPS100
Nitrégeno
Consumo (g kg ABW™ dia™)! 1.0+0.05 1.0£0.04  1.0+0.06 1.0+0.06 1.0£0.02  1.0¢0.02  0.9+0.03  0.9+0.01
Retencion (g kg ABW ™ dia™) 0.57+0.00°  0.56+0.00° 0.53+0.01° 0.48+0.01* 0.5+0.00°  0.4+0.00*°  0.4+0.00°  0.4+0.00°
Retencion (%) 53.8#1.54°  56.0+2.46° 55.3+1.92° 50.8+2.55" 48.1+0.83° 43.3+1.64° 45.3+2.69° 42.6+1.00°
Lipidos
Consumo (g kg ABW™ dia™) 1.7+0.07° 1.5+0.07%  1.6+0.06®  1.6+0.09® 1.5+0.05°° 1.5+0.03*  1.4+0.05°  1.3+0.02"

Retention (g kg ABW™ dia™)* 0.49+0.04%° ® 0.49+0.02*° 0.56+0.00° 0.43+0.00” 0.41+0.01°° 0.37+0.01° 0.35+0.01°° 0.33+0.01°

Retencion (%) 31.6+1.8% 31.2+1.8° 36.0+0.8° 27.4+1.7° 25.7+0.1° 28.3+0.3° 26.0£1.3°  25.7+0.9°
Energia
Consumo (kJ g kg ABW™ dia™) 2.5+0.11 2.5+0.11 2.510.1 2.5+0.14 2.4+0.08 2.4+0.06 2.3+0.08 2.1+0.03

Retencion (kJ g kg ABW ™ dia™)*  1.1+0.04%" 1.2+0.01*  1.2#0.01*  1.1+0.00°  0.9+0.02°  0.9+0.01° 0.8+0.01° 0.7+0.01°

Retencion (%) 45.7+1.13*  48.3+1.93° 49.0+1.63° 42.8+2.38®° 38.8+0.52° 38.8+1.20° 33+1.53° 31.9+0.76°

Medias +SEM (n=3), las diferencias estadisticas entre los tratamientos son indicadas con la diferentes letras (P<0.05). ABW: Peso promedio:
(peso inicial + peso final) / 2.

DC: Dieta control, CPS15: Dieta 15%, CPS30: 30%, CPS45: 45, CPS60: 60%, CPS75: 75%, CPS90: 90% y CPS100: 100 %.
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11.8.3. Grado de hidrdélisis (GH) y Digestibilidad In vitro

El grado de hidrélisis (HG) acido y alcalino de las diferentes dietas utilizadas en
el presente estudio report6 diferencias significativas (P <0.001) en respuesta al nivel de
inclusion de CPS en las dietas de juveniles de totoaba, tal como se muestra en la Tabla
8. Los valores obtenidos de GH &cido presentd rangos de 1.77 +0.02 a 0.26 +0.03%,
donde la dieta que registré el valor mas alto fue CD mostrando diferencias significativas
(P <0.001) con respecto al resto de las dietas. Respecto a GH alcalina presento valores
de 4.58 +0.13 a 3.38 +0.06%, el mayor GH se observé en CPS30 y el menor en
CPS100 con diferencias significativas (P <0.001) entre éstas dietas. En cuanto al
porcentaje de digestibilidad in vitro de las dietas, presentaron valores de 90.4 +0.03 a
54.7 +1.19%, donde los porcentajes mas altos lo presentaron CD, CPS15 y CPS30 y
fueron significativamente (P <0.001) diferentes con respecto al resto de las dietas,

Tabla 8.

Il. 8.4. Actividad de enzimas digestivas

Al evaluar la actividad de las enzimas digestivas de los juveniles de totoaba, se
presentaron diferencias significativas (P <0.05) en respuesta a los diferentes niveles de
inclusibn de CPS en las dietas, como se observa en la Tabla 9. Respecto a los
resultados obtenidos de la actividad total de proteasas alcalinas se presenté en los
rangos de 397.2 +9.2 a 201.2 +32.7 U mg proteina™, los niveles mas altos de proteasas
alcalinas totales se presentaron en DC, CPS15 y CPS30, mostrando diferencias
significativas (P <0.001) con respecto al resto de las dietas. La actividad de tripsina
reporté valores de 9.38 +0.52 a 2.27 +0.10 mU x 10 mg proteina ™, la actividad mas
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alta se presenté en la DC con diferencias significativas (P<0.001) con respecto al resto
de las dietas. Asi mismo, quimotripsina también presentd una actividad variable por la
inclusién de CPS en las diferentes dietas, se registraron valores de 1.20 +0.07 a 0.60 2
+0.02 mU mg proteina™, la actividad méas alta se presenté6 en DC, CPS15 y CPS30
siendo asi significativamente diferentes (P <0.001) con respecto al resto de las dietas.
En cuanto a la actividad de la fosfatasa alcalina los valores obtenidos fueron de 51.172
+2.65 a 25.422 +1.50 mU mg proteina™, se detect6 una mejor respuesta en las dietas
DC, CPS15 y CPS30, observando diferencias significativas (P <0.001) con respecto al
resto de las dietas. En lo que respecta a la actividad de la enzima leucina
aminopeptidasa (exopeptidasa de borde de cepillo) present6 diferencias significativas
por la inclusién de CPS (P <0.001) con valores de 30.37 +0.26 a 17.86 +1.01 mU x 10
mg proteina™, donde la actividad més alta la presentaron los organismos alimentados

con CPS15 y CPS30, con respecto a las dietas con mayor inclusion de CPS.
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Tabla 8. Grado de Hidrdlisis y % de digestibilidad de las diferentes dietas experimentales con diferentes niveles de
concentrado de proteina de soya que fueron utilizadas para alimentar a los juveniles de Totoaba macdonaldi.

DC CPS15 CPS30 CPS45 CPS60 CPS75 CPS90 CPS100
% GHAC 1.77+0.02% 1.16+0.05° 1.04+0.05° 0.96+0.05° 0.46+0.02° 0.28+0.08° 0.37+0.04° 0.26+0.03°
% GHAIc 4.2440.32%  4.3240.02% 4.58+0.13* 4.22+0.03%® 4.10+0.13*® 3.96+0.14°° 3.59+0.06" 3.38+0.06°

% Digestibilidad 90.4+3.0° 82.4+0.7% 84.4+2.7% 77.9+0.3" 68.5+1.7° 63.842.8°° 59.6+1.4°¢ 54.7+1.2°

Medias +SEM (n=3), las diferencias estadisticas entre los tratamientos son indicadas con la diferentes letras (P<0.05).

GHA: Grado de hidrolisis acido

GHAI: Grados de hidrdlisis alcalino

DC: Dieta control, CPS15: Dieta 15%, CPS30: 30%, CPS45: 45, CPS60: 60%, CPS75: 75%, CPS90: 90% y CPS100: 100 %.

61



Concentrado de proteina de soya en dietas para juveniles de Totoaba macdonaldi  Idaly Trejo Escamilla

Tabla 9. Actividad de enzimas digestivas de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con diferentes niveles de

concentrado de proteina de soya durante dos meses.

Dietas
DC CPS15 CPS30 CPS45 CPS60 CPS75 CPS90 CPS100

Proteasas alcalinas U mg proteina™

397.2+9.2? 401.2+9.5 416.7+19.6 269.2+7.6" 237.1#11.5"  234.8+23.8°  222.3+16.0°  201.2+32.7°
Tripsina mU x 10 mg proteina®

9.38+0.52° 4.68+0.41° 4.94%0.18° 3.16+0.04° 2.57+0.21% 2.53+0.48 2.32+0.15° 2.27+0.10°
QuimotripsinamU x mg proteina™

1.20+0.07% 1.04+0.08% 1.10+0.02° 0.80+0.04 0.75+0.03° 0.63+0.03° 0.62+0.03° 0.60+0.02°
Fosfatasa alcalinamU mg proteina™

51.1742.65°  53.32+1.91*  53.78+1.52®  44.07+0.65°  30.76+0.62°  26.25+1.77°  26.15+2.46°  25.42+1.50°
Leucina aminopeptidasa mU x 10° mg proteina™

30.3740.26°  31.70+1.48%  33.93+0.88%  27.37+0.76°  25.08+2.59"  17.37+0.85°  18.24+1.13°  17.86+1.01°

Medias +SEM (n=3), las diferencias estadisticas entre los tratamientos son indicadas con la diferentes letras (P<0.05).
DC: Dieta control, CPS15: Dieta 15%, CPS30: 30%, CPS45: 45, CPS60: 60%, CPS75: 75%, CPS90: 90% y CPS100: 100 %.
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Il. 8.5. Actividad de enzimas que participan en el metabolismo intermediario

La actividad de las enzimas claves en las principales rutas del metabolismo
intermediario mostrd ser influenciada por la composicion de las dietas experimentales
(Tablas 10y 11).

La actividad de las enzimas del catabolismo de aminoacidos, aspartato
aminotrasnferasa (ASAT) y glutamato deshidrogenasa (GDH) no presentaron
diferencias significativas en los niveles de actividad (P >0.05), sin embargo, los valores
més altos en estas dos enzimas se mostraron en DC. En alanino aminotrasnferasa
(ALAT) se registraron valores de 278.5 +33.1 a 399.8 +16.4 mU mg™ proteina, donde
las actividades mas baja se presentaron en los peces alimentados con las dietas
CPS90 y CPS100, siendo estos significativamente diferentes (P <0.05) del resto de las
dietas, Tabla 10.

Respecto a las enzimas que participan en la glucdlisis, se observaron diferencias
significativas (P <0.05) entre los tratamientos. En hexoquinasa (HK), los valores
oscilaron entre 2.0 +0.4 a 5.5 0.6 mU mg™ proteina, donde los valores més altos se
observaron en los higados de los peces alimentados con DC, CPS15 y CPS30, siendo
estos significativamente (P <0.05) diferentes de CPS75-CPS100 dietas. Por su parte la
respuesta de la actividad de glucoquinasa (GK), oscilé entre los valores de 4.5 +0.6 a
8.2 0.9 mU mg™ proteina, donde los valores mas altos se presentaron en DC-CPS30
mostrando diferencias significativas (P <0.05) con las dietas CPS60-CPS100, Tabla 10.

La respuesta de la actividad de la enzima que participa en la via de
gluconeogénesis (Fructosa-1,6-bifosfatasa, FBPasa) mostro diferencias significativas
(P<0.05) por efecto de la inclusion del CPS, en nivel de actividad oscilo entre 12.3 0.3
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a 19.4 +1.3 mU mg™ proteina, donde las dietas DC a CPS45 reportaron los valores mas
altos, siendo estos estadisticamente diferentes (P<0.05) de las dietas CPS75 a
CPS100, Tabla 10.

Respecto al nivel de actividad de Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) los
valores oscilaron entre 22.4 +#1.3 y 19.0 +0.9 mU mg™” proteina, aunque no se
presentaron diferencias significativas (P >0.05) entre las diferentes dietas, no obstante,
los valores mas bajos registrados se presentd en CPS90 y CPS100. Por su parte el
nivel de enzimas malica (EM), obtuvo valores de 6.0 +0.3 a 7.7 +0.2, si bien no se
presentd diferencias estadisticas (P >0.05) entre los distintos tratamientos, el nivel de
actividad de CPS90 y CPS100 (7.21 y 7.68, mU mg™ proteina), registraron la los

valores mas altos de esta enzima, Tabla 11.
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Tabla 10. Actividad especifica de enzimas relacionadas con el metabolismo intermediario hepético de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con diferentes niveles de concentrado de proteina de soya (CPS). Datos se expresan como mU mg™
proteina.

Dietas DC CPS15 CPS30 CPS45 CPS60 PS70 CPS90 CPS100

Catabolismo de aminoacidos
Aspartato aminotrasnferasa
(ALAT) 93.5+3.8°  80.7+3.9%°  76.1£3.1%°  75.4+9.8%° 84.1+7.6% 70.8.48.8%° 57.15.4° 57.8+2.6%°
Alanino aminotrasnferasa
(ASAT) 878.2#36.4  735.2+56.9  801.4%352  772.0+57.0  838.7+40.9  744.6+46.3 695.7+57.7 776.7+16.8

Glutamato deshidrogenasa

(GDH) 324.0411.4 302.8+14.3  312.6+13.4  294.2+29.4  280.6+24.7  256.9+26.8  281.7+27.7 318.9+18.4
Glucélisis

(H:é)oq“'”asa 5.5+0.6° 5.2+0.3% 4.9+0.2% 4.2+0.5% 3.6+0.5™ 2.3+0.5° 2.1+0.2° 2.0+0.4°
Glucoquinasa 8.2+0.9° 7.3+0.6° 7.1+0.6° 6.5+0.9% 5.5+0.6™ 4.9+0.6™ 4.9+0.7"™ 4.5+0.6™

(GK)

Gluconeogénesis
Fructosa-1,6-bifosfatasa

(FBPasa) 19.4+1.3° 17.3+1.7% 16.7+0.6% 16.6+0.8% 15.2+1.2° 13.6+0.9"° 13.3+1.2" 12.3+0.3°

Medias +SEM (n=3), las diferencias estadisticas entre los tratamientos son indicadas con la diferentes letras (P<0.05).
DC: Dieta control, CPS15: Dieta 15%, CPS30: 30%, CPS45: 45, CPS60: 60%, CPS75: 75%, CPS90: 90% y CPS100: 100 %.
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Tabla 11. Actividad especifica de enzimas relacionadas con el metabolismo intermediario hepético de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con diferentes niveles de concentrado de proteina de soya (CPS). Datos se expresan como mU mg™
proteina.

Dietas DC CPS15 CPS30 CPS45 CPS60 PS70 CPS90 CPS100

Lipogénesis

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

(G6PD) 19.9+0.6 21.7+¥1.4 20.9+0.7 22.9+1.8 22.4+1.3 22.0+1.3 20.2+1.3 19.0+0.9

Enzimas malicas

(EM) 6.0+0.6 6.7+£0.4 6.0+£0.3 6.8+0.9 6.7+0.6 7.0£0.5 7.2+0.6 7.7+0.2

Medias £SEM (n=3), las diferencias estadisticas entre los tratamientos son indicadas con la diferentes letras (P<0.05).
DC: Dieta control, CPS15: Dieta 15%, CPS30: 30%, CPS45: 45, CPS60: 60%, CPS75: 75%, CPS90: 90% y CPS100: 100 %.
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Il. 8.6. Hematologia

El conteo de globulos rojos (eritrocitos) mostrd diferencias significativas entre los
tratamientos, Tabla 12. En el conteo de eritrocitos, se presentaron valores de 3.0 £0.06
a 2.3 #0.09 x 10° células por ml, el valor mas alto se present6 en DC siendo
significativamente diferente (P <0.001) a los organismos alimentados con CPS70,
CPS90 y CPS100. El porcentaje de hematocrito mostré una variacion de 22.2 +0.31 a
17.0+0.77 %. Los valores mas altos se presentaron en DC, CPS15 y CPS30 siendo
significativamente diferentes (P <0.001) de CPS75, CPS90 y CPS100. En el contenido
de hemoglobina los valores oscilaron entre 7.4 +008 a 5.5 +0.21 g dL™, los valores mas
altos se presentaron en DC, CPS15 y CPS30 siendo significativamente diferentes

(P<0.001) de CPS75, CPS90 y CPS100.
indices Wintrobe

Los valores en el volumen corpuscular medio de eritrocitos (VCM) no mostré ser
influenciado por la incorporacion de CPS en las dietas de los juveniles de totoaba (P
>0.05). La hemoglobina corpuscular media (HCM) los valores obtenidos oscilaron entre
27.4 £0.26 a 22.7 +0.758, los peces alimentados con la dietas CPS15, CPS30 y CPS45
fueron significativamente diferentes (P <0.05) a los peces alimentados con CPS60,
CPS75, CPS90 y CPS100. La concentracién de hemoglobina corpuscular media
(CHCM) presento valores de 37.3+ 0.55 a 32.9+ 0.37, siendo significativamente mayor

(P<0.05) en peces alimentados con las dietas CPS15, CPS30 y CPS45, Tabla 12.
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[1.8.7. Quimica sanguinea

La sustitucion de HP por CPS produjo cambios en la quimica sanguinea de los
juveniles de totoaba en el presente estudio, Tabla 12. En cuanto al contenido de
glucosa en plasma no se presentd una tendencia clara, por lo que puede deducirse que
el contenido de CPS en las dietas de juveniles no influyé en el contenido de glucosa.
Se obtuvieron valores de 54.0 +0.2.5 a 36.6 +1.3. mg dL™, los peces alimentados con
la dieta CPS75 presentdé una concentracidén significativamente mayor (P <0.05) en

relacion a los peces de los tratamientos CPS30, CPS45, CPS90 y CPS100.

La concentracion de proteina en plasma presenté valores de 1.7 +0.1 a 2.3 0.1,
los valores mas altos se presentaron en los peces alimentados con las dietas DC,
CPS15, CPS30 y CPS45 siendo significativamente diferente (P<0.05) a las dietas

CPS60, CPS75, CPS90 y CPS100.

El contenido de albumina en plasma de los juveniles presenté valores de 0.7
+0.0 a 0.5 +0.0 g dL™, los peces alimentados con la dieta CPS45 registré los valores
mas altos, siendo significativamente diferente (P <0.001) a los peces alimentados con
las dietas CPS15, CPS60, CPS75, CPS90 y CPS100. La menor concentracién de

albumina se encontr6 en la dieta CPS90 y CPS100.

Los valores obtenidos de globulinas presentes en el plasma oscilaron entre 1.5
+0.3 a 1.2 £0.2, los valores mas altos estuvieron presentes en las dietas DC y CPS15
siendo significativamente diferente (P <0.01) a las dietas CPS60, CPS75, CPS90 y

CPS100.
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Al analizar la relacion Albumina:Globulinas (Alb:Glb) se observdé que no se
presentd una tendencia muy clara por efecto de la incorporacion de CPS en la dieta de
los juveniles. Los resultados obtenidos oscilaron entre 0.4 0.0 a 0.7 +0.0, peces
alimentados con las dietas CPS45, CPS60 y CPS75 mostraron una relacion Alb:Glb
significativamente menor (P <0.05) a la encontrada en los tratamientos DC, CPS15,
CPS90 y CPS100. Los peces alimentados con la dieta CPS15 mostraron la mayor

relacion respecto (P <0.05) al resto de los tratamientos, Tabla 12.
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Tabla 12. Hematologia y quimica sanguinea en juveniles de Totoaba macdonaldi en respuesta a las diferentes dietas con
distintos niveles de inclusién de concentrado de proteina de soya en la dietas

Hematologia

Glébulos rojos
%

Hematocrito %

Hemoglobina

MHC

MVC

MCHC

Quimica sanguinea

Glucosa
Proteina
Albumina
Globulinas

Alb: Glb

Dietas

DC CPS15 CPS30 CPS45 CPS60 CPS75 CPS90 CPS100
3.0+0.06° 3.0£0.04% 2.8+0.03% 2.7+0.02%° 2.7+0.09% 2.5+0.09" 2.4+0.07% 2.3+0.09°
22.240.31°  20.6+0.34%  20.7+#0.17%®  19.3+0.60°°  18.5+0.41" 18.2+0.84% 17.3+0.53° 17.0+0.77°
7.1+0.08% 7.4+0.08° 7.4+0.09° 6.8+0.12% 6.7+0.11% 6.5+0.14" 5.5+0.21¢ 6.0+0.32%
7.1+0.08% 7.4+0.08° 7.4+0.09° 6.8+0.12% 6.7+0.11% 6.5+0.14"¢ 5.5+0.21¢ 6.0+0.32%
73.6+0.13 69.7+1.80 73.3+1.77 73.1+1.12 71.1+1.10 69.2+1.02 68.3+1.84 71.1+1.69
32.0+0.3° 37.0+0.3° 37.3+0.6° 35.5+0.6™ 34.6+0.3" 35.8+0.5% 32.9+0.4% 34.4+0.6"
48.6+0.9"°  51.74#1.1% 37.9+1.3% 36.6+1.3° 53.0+2.2%° 54.0+2.5° 45.0£2.6"  43.2+1.4°°
2.3+0.1° 2.0+0.1° 2.0+0.0™ 2.1+0.1%° 1.740.1% 1.6+0.1° 1.5+0.1° 1.740.1%
0.7+0.0*° 0.6+0.0 0.8+0.0%° 0.8+0.0° 0.7+0.0™ 0.7+0.0° 0.5+0.0° 0.6+0.0°
1.5+0.3% 1.4+0.2%° 1.2+0.2 1.3+0.1%° 1.0+0.2° 1.0+0.2° 1.0+0.2° 1.2+0.2%
0.5+0.0° 0.4+0.0° 0.7+0.0% 0.7+0.0° 0.6+0.0% 0.4%0.0° 0.4+0.0° 0.4+0.0°

Medias +SEM (n=3), las diferencias estadisticas entre los tratamientos son indicadas con la diferentes letras (P<0.05).

Gr: globulos rojos (cel ml-1) x 106, Ht: hematocrito %, Hb: hemoglobina g dL-1, MCHC: media de concentracion de hemoglobina g dL-1, MHC:
media de hemoglobina corpuscular pg y MVC: media del volumen celular fL. Glu: glucosa (mg dL-1), Pt: proteina (g dL1), Alb: albumina (g dL-1), y
relacion albumina / globulinas (Alb: Glb). DC, CPS15, CPS30, CPS45, CPS60, CPS75, CPS90 y CPS100. Las diferentes letras muestran
diferencias significativas (ANOVA de una via, seguido por una prueba Tukey; p<0.05).
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[1.8.8. Histologia del hepatopancreas de Totoaba macdonaldi

Para el presente estudio se logro identificar en totoaba que el higado integra en su
estructura anatomica al pancreas, conformando al hepatopancreas (hp); glandula que se
encuentra constituida por el estroma y parénquima. Se observé que el estroma esti
integrado por tejido conjuntivo denso que forma una cpsula (cap) que rodea a la glandula
y Su vez penetra al 6rgano para constituir trabéculas o tabiques de tejido conjuntivo laxo y
formar estructuras ramificadas en forma radial, entre los cuales se encuentran los acinos
pancreéticos (ap) que se encuentran delimitados a su vez por tejido conjuntivo denso, que
se separa del parénquima hepatico (ph) diferenciando a los dos componentes principales
del hepatopancreas (Figura 3 A).

Al observar al parénquima hepético (hp) de la totoaba, no se presentaron lobulillos
bien integrados tal como sucede en mamiferos, quienes presentan componentes
denominados triadas portales (vena porta, una arteria y un conducto biliar). En estos es
posible observar las ramas de la arteria hepatica, la vena porta, los conductos biliares
asociados a los cordones de hepatocitos que a su vez se disponen entre los capilares
sinusoides, en cuyo interior se encuentra tejido hematopoyético.

Los cordones de células hepaticas (hepatocitos), se encuentran de forma radial a la
vena central y captan el fluido de las venas portas (v) y arterias (a); ademas de las
secreciones de los hepatocitos y liberan su contenido en la vena. El hepatocito tiene forma
poligonal que presenta un nucleo y nucléolo muy evidente (Figura 3 B).

En cuanto al componente pancreatico, este se encuentra entremezclado con el
parénquima hepatico formando acinos pancreaticos (ap) o adendmeros Serosos; cuyas
células son de forma piramidal con ndcleo redondo basofilo (H-E) asociado a la membrana
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basal, y gran cantidad de granulos de zimogeno (proenzimas digestivas) situados en la
zona apical, substancias que son secretadas por exocitosis hacia un vaso sanguineo
localizado en la region central de los adendmeros, observando el endotelio y gran cantidad
de eritrocitos y leucocitos. En la zona apical de los acinos pancreéticos se logro identificar
lo que apararenta ser los islotes de Langerhans (il), separada de la parte exécrina del
pancreas. La vena central asociada al componente pancreético esta delimitado por un
endotelio y tejido conjuntivo laxo asi como también por una capa fina de fibras musculares
lisas y dentro de esta vena se distinguieron por presentar una gran cantidad de elementos

formes o comunmente conocidos como eritrocitos (ef) (Figura 3 A, B, C y D).

Figura 5. Cortes histologicos de hepatopancreas de juveniles de Totoaba macdonaldi; A)
Parénquima hepéatico (ph), parénquima pancreatico (pp), delimitado por una capsula

conformada por tejido conjuntivo (cap), técnica H-E, 5x; B) parénquima hepatico (ph),
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donde se observa hepatocitos conformados por nucleo y nucléolo rodeados de citoplasma,
capilares sinusoides con presencia de elementos formes (ef), en la parte central se observa
el acino pancreatico (ap), delimitado por una capsula (cap), que se separa del tejido
hepético, en el centro del acino pancreatico (ap) se observa una vena central con
elementos formes Tricrémica, 20x; C) hepatocitos con citoplasma bien definido, asi con su
nacleo y nucléolo (h), presencia de capilares sinusoides (cs), acino pancreatico (ap)
delimitado de endotelio (e), en la zona central presencia de venas (v), con elementos
formes; (ef), técnica H-E, 10x; D) Acinos pancreaticos vena central (v), islote de
Langerhans (il), célula pancreatica (cp) técnica H-E, 40x.

Tabla 13. Descripcion del hepatopancreas de los juveniles de Totoaba macdonaldi bajo los

diferentes tratamientos

Dieta Descripcidn del hepatopancreas de los juveniles de Totoaba
macdonaldi
e Presencia moderada de microvesiculas y macrovesiculas en
hepatocitos (posible almacenamiento de glucégeno y/o lipidos)
DC (ligera esteatosis).
e Presencia de ligera dilatacién y congestion de elementos formes (ef)
en capilares sinusoides (cs).
Presencia de células adiposas (adipocitos) alrededor de los acinos o
nédulos pancreaticos (ap) (Figura 4 B).
e Presencia de microvesiculas en la gran mayoria de las células; por
ende gran cantidad de vesiculas que desplazan al nucleo del
CPS15 hepatocito (esteatosis de moderada a alta).
e Presencia de una ligera cantidad de grupos de adipocitos en los
acinos o nddulos pancreaticos (depésito de lipidos) Figura 5.
e Presencia de microvesiculas y macrovesiculas en la gran mayoria
CPS30 de las células; es decir presencia de vacuolas pequefias y grandes
que desplazan totalmente al nlcleo (esteatosis microvesicular y
macrovesicular) (depésito de glucdégeno y/o grasa).
e Presencia de dilatacion sinusoidal con abundantes elementos
CPS30 formes, indicando una ligera congestion sinusoidal.
e Presencia escasa de células adiposas y la vena central con
presencia moderada de elementos formes (Figura 6).
e Presencia de microvesiculas y macrovesiculas en la gran mayoria
de las células, ademas de la presencia de grupos de células
adiposas de manera moderada (esteatosis).
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CPS45

CPS60

CPS75

CPS90

CPS100

Dilatacion sinusoidal en zonas asociadas con hepatocitos afectados.
Congestion sinusoidal.

Presencia de grupos de células adiposas entre acinos pancreaticos
(Figura 7).

Presencia de abundantes microvesiculas y macrovesiculas en la
gran mayoria de las células y entre estos grupos de células
adiposas (esteatosis).

Dilatacién sinusoidal generalizada.

Congestion sinusoidal.

Presencia de grupos de células adiposas entre acinos pancreaticos

(ap) (Figura 8).

Presencia de un tejido hepatico (parénquima), de tipo microvesicular
asociado a zonas de hepatocitos con macrovesiculas; es decir las
vacuolas ocupan a todo el citoplasma, desplazando totalmente al
nucleo.

Presencia de nucleos picnéticos.

Presencia de escasa cantidad de adipocitos, asociados a capilares
sinusoides dilatados, con gran cantidad de posibles mononucleares
Los acinos pancreaticos sin dafio aparente (Figura 9).

Presencia de un tejido hepatico de tipo microvesicular vy
macrovesicular.

Picnosis hepatica o ndcleos picnético (np).

Presencia de células adiposas (a).

Parénquima pancreatico disminuido menor cantidad de acinos
ademas de estar muy separadas unas de otras; (Figura 10).
Presencia de abundantes microvesiculas y macrovesiculas en la
gran mayoria de las células hepéticas.

Moderada presencia de nucleos picnéticos en hepatocitos.
Reduccién del parénquima pancreético (Figura 11).
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Figura 6. Cortes histolégicos de hepatopancreas de juveniles de Totoaba macdonaldi de
alimentados con la dieta DC. A) Circulo superior, indican la presencia abundante de
hepatocitos con macrovesiculas y con ndcleo desplazado a la periferia, congestion de
canales sinusoides (cs), vena hepatica (v), circulo inferior indican zona con hepatocitos
sanos aparentemente con presencia de citoplasma ligeramente contraido; técnica H-E,
10x; B) Presencia de células adiposas (a), entre las células del pancreas, vena
pancredtica, (v), parénquima hepatico (hp), técnica H-E, 20x.

e

Figura 7. Cortes histolégicos de hepatopancreas de juveniles de Totoaba macdonaldi de
tratamiento CPS15; A) Presencia abundante de hepatocitos con macrovesiculas y con
nacleo desplazado a la periferia (nd), capilares sinusoides congestionados (cs), técnica H-
E, 10x; B) Células adiposas entre las células pancreaticas (a), parénquima hepéatico (ph),
conducto pancreatico (cp) técnica H-E, 5x.
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Figura 8. Cortes histolégicos de hepatopancreas de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con la dieta CPS30; A) Presencia abundante de hepatocitos con
macrovesiculas sefalados dentro del circulo, ligera congestion de capilares sinusoides
(cs), vena hepatopancreatica congestionada (vhp), técnica H-E, 5x; B) Cuadro indican
presencia de hepatocitos con citoplasma ligeramente contraido y algunos con nucleos
picnéticos, presencia de células adiposas (a), parénquima pancreatico (pp) técnica H-E,
10x.

Figura 9. Cortes histolégicos de hepatopancreas de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con dieta CPS45; A) Presencia generalizada de células adiposas en el
parénquima hepatico, técnica H-E, 10x; B) Presencia de células adiposas (a) entre las
células pancreaticos, vena central (vc), técnica H-E, 10x.
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Figura 10. Cortes histolégicos de hepatopancreas de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con dieta CPS60; A) Presencia de células adiposas (a) entre las células
pancreaticas, parénquima hepatico (ph), vena central (vc), técnica H-E, 20x. B) Dominancia
de células adiposas en el parénquima hepatico (a), técnica H-E, 10x.

Figura 11. Cortes histolégicos de hepatopancreas de juveniles de T. macdonaldi
alimentados con dieta CPS75; A) Presencia de mononucleares (mn), adipocitos, a,
hepatocitos con nucleo picnético (np), sobresaliendo la presenciad de microvesiculas, el
circulo indican presencia de hepatocitos con citoplasma ligeramente contraido y algunos
con nucleo desplazado, técnica H-E, 10x,); B) Presencia de adipocitos (a), hepatocitos con
nacleo picnaotico (np), técnica H-E, 20x.
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Figura 12. Cortes histoldégicos de hepatopancreas de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con la dieta CPS90; A) Reduccién de acino pancreatico (pp), nucleos
picnéticos (np), células adiposas (a), técnica H-E, 10x, B) Hepatocitos con microvesiculas,
citoplasma ligeramente contraido (mi), y nucleos picnoéticos (np), técnica H-E, 20x.

Figura 13. Cortes histolégicos de hepatopancreas de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con la dieta CPS100; A) Se observa la presencia hepatocitos con micro y
macrovesiculas, (mi) y (ma), nlcleos picnéticos (np), parénquima pancreatico (pp), técnica
H-E, 20x; B) Hepatocitos con presencia de microvesiculas, parénquima pancreatico (pp),
nacleos picnoéticos (np), reduccion del parénquima con posible necrosis, sefialado dentro
de circulo, técnica H-E, 40x.
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11.9.1. Parametros de crecimiento y eficiencia alimenticia

De acuerdo a los diferentes pardmetros de crecimiento y las diferencias
obtenidas por la inclusion de los diferentes niveles de CPS como sustituto de HP, los
resultados sugieren que los juveniles T. macdonaldi pueden lograr un buen crecimiento
hasta con una sustitucion de 34.17% de CPS en las dietas. Una respuesta similar se ha
observado en salmoén del Atlantico S. salar (Refstie et al., 2000), cobia Rachycentron
canadum (Chou et al., 2004), cobia del Atlantico Gadus morhua (Hansen et al., 2007;
Walker et al., 2010), y lenguado P. stellatus (Li et al., 2015). Para estas especies de
hébitos alimenticios carnivoros no se ha visto comprometido su desarrollo por
inclusiones de CPS menor al 40% en sus dietas. En el presente estudio se logro
apreciar un menor desarrollo en los juveniles que fueron alimentados con sustitucién
mayor a 45% de HP por CPS. Sales et al. (2009), hacen mencion que utilizar altos
niveles de CPS como sustituto de HP llega a causar efectos negativos en el
crecimiento de los peces, sin embargo, al adicionar aminoacidos esenciales como
metionina en dietas con altos niveles de CPS, el crecimiento de los peces en cultivo no
se vera comprometido. Por su parte la metionina es un aminoacido esencial y tiene un
papel importante en la sintesis de proteinas, participa como intermediario en la sintesis
cisteina y funciones fisiolégicas del pez (Lie et al.,, 2009). Se ha estimado que los
requerimientos de metionina para peces de manera general pueden estar de 1.8 a
4.0% en la proteina dietaria (Wilson, 2002). En el presente estudio el contenido de
metionina osciloé de 1.88 a 1.2%, lo que puede indicar que inclusiones mayores a 45%
no cubre las demandas de los organismos, por consiguiente la cantidad de metionina

fue menor en las dietas CPS60-CPS100 respecto a la DC, lo que se sugiere que dicho
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aminoacido fue limitante para los juveniles de T. macdonaldi mostrando un menor
desarrollo en las dietas con inclusiones mayores a 45% de CPS. Una respuesta similar
se presentd en cobia R. canadum (Chou et al.,, 2004) y tambor cuneado Nibea
miichthioides (Wan et al., 2006), donde los autores mencionan que con sustituciones
mayores a 40% la deficiencia de metionina fue la razén por la cual el crecimiento de los

peces fue afectado significativamente.

La palatabilidad del alimento que se le proporciona a los organismos en cultivo
es un factor importante para atraer al pez y con ello exista una buena ingesta del
alimento (Day y Plascencia-Gonzalez, 2000). En el presente estudio, se sugiere que la
palatabilidad con inclusiones de 15 a 45% del CPS no disminuyd la ingesta del
alimento, por tal motivo los valores de la TCE, CDA, EA y REP fueron
significativamente similares entre la dieta DC. No obstante, inclusiones mayores a 45%
de CPS, los organismos mostraron una disminucién en el consumo del alimento
conforme se incorporé un mayor nivel de proteina vegetal, afectando de manera directa
los valores de CDA, EA y PER. Una respuesta similar se observé en juveniles de cobia
alimentados con dietas elaboradas a base de CPS sin la inclusion de atractantes. Los
autores reportan un menor consumo de alimento por la poca palatabilidad de las dietas
y por consecuencia un menor crecimiento (Trushenski et al., 2011). Los resultados del
presente estudio, se observé un bajo consumo del alimento con la sustitucion de
porcentajes mayores a 45% de la proteina de origen vegetal. De acuerdo a Kader et al.
(2010), la respuesta anterior se debe a la carencia de ciertos nutrientes como los
acidos grasos volatiles, aminoéacidos libres, entre otros, que hicieron que el alimento

fuera menos apetecible para los peces, lo cual puede llegar a afectar el desempefio de
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los peces. En este sentido, Chong et al. (2003) y Hansen et al. (2007) comentan que
existe una disminucion en la palatabilidad de las dietas que estdn compuestas por altas
inclusiones de proteina vegetal, lo que conlleva a un menor consumo de alimento y por
consecuencia a una disminucion en el crecimiento de los organismos, tal como se

observo en el presente estudio con las dietas CPS60-CPS100.

11.9.2. Composicién proximal

La inclusion del CPS influyé de manera significativa en la composicién de los
diferentes tejidos de los juveniles de T. macdonaldi. En especies como discus S.
aequifasciata (Chong et al., 2003), lenguado japonés Paralicthyus olivaceus (Deng et
al.,, 2006), tambor cuneado N. miichthioides (Wang et al., 2006) dorada negra
Acanthopagrus schlegelii (Ngandzali et al., 2011) reportan que el contenido de lipidos
corporales fue disminuyendo conforme aumentaba el nivel de inclusion de CPS en la
dieta, esto influenciado por la baja capacidad de digerir la proteina y lipidos de la dieta,
debido a la presencia de FANs en las dietas. No obstante, una respuesta diferente se
observd en el presente estudio, en particular en los resultados de la composicion
proximal de pez entero y muasculo, ya que se presenté un aumento en el depdésito de
lipidos conforme se fue incorporando un mayor nivel de CPS en la dieta. Una respuesta
similar se presenté en juveniles de lobina Europea D. labrax, donde se observé un
ligero incremento de grasa en pez entero, los autores sugieren que se incremento la
lipogénesis en respuesta al incremento de la sustitucion de la HP por CPS (Kaushik et
al., 2004). Considerando los resultados del presente estudio aun no se tiene clara la
respuesta del incremento de la sintesis de novo de lipidos en tejido muscular en las

dietas con altos porcentajes de CPS, ya que a medida que se incrementa la
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concentracion de CPS, la disponibilidad de nutrientes es menor y con ello menor aporte
para formacion de lipidos, por lo que quizd esté relacionado con la produccién de
NADPH como demanda por una menor ingesta de nutrientes, esto con el propésito de
reparar células dafiadas por una posible situacion de estrés metabdlica (Pérez-

Jiménez, 2008).

En otro orden de ideas, el higado es un érgano que puede reflejar el efecto
nutricional de las dietas experimentales en los organismos en cultivo, debido a que es
donde se presenta una mayor homeostasis metabdlica y se almacenan grandes
reservas energéticas (Salway, 2004). Ngandzali et al. (2011), reportaron que el
contenido de lipidos en higado no mostr6 diferencias significativas al alimentar
juveniles de besugo negro Acanthopagrus schlegelii con niveles de hasta 32% de CPS,
sin embargo, el contenido de proteina se vio disminuido por el incremento de la CPS en
la dieta. Resultados similares se obtuvieron en el presente estudio donde no se
presentaron diferencias en el contenido de proteina lipidos y glucégeno en los higados
de los juveniles de T. macdonaldi alimentados con las dietas hasta inclusiones de 45%
de CPS, por lo que en éstas dietas se sugiere gque se indujo a la sintesis de novo de
glucogeno vy lipidos a partir de los aminoacidos y lipidos disponibles en el alimento
(Bafiuelos-Vargas et al., 2014), por lo contrario, una mayor concentracion de CPS en la
dieta de totoaba mostré un menor depdsito energético, lo que pudiese estar
relacionado con una menor digestibilidad, y con ello una menor disponibilidad de los
nutrientes para el depdsito energético. Respuesta similar se observé en juveniles de
jurel Seriola quinqueradiata donde el contenido de lipidos en el higado fue menor en los

organismos alimentados con altos niveles de proteina de soya, ésta respuesta esta
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influenciada por la baja digestion y absorcion de los nutrientes que trae consigo la alta
incorporacion de la proteina vegetal, provocando una menor acumulacion de lipidos en
el tejido hepatico, por lo que sin duda en gran medida los lipidos absorbidos fueron
aprovechados para cubrir sus requerimientos energéticos (Nguyen et al., 2011). En el
presente estudio podrian indicarse que los juveniles de T. macdonaldi alimentados con
las dietas CPS60-CPS100 promovieron el catabolismo de lipidos y glucégeno
hepaticos en lugar de sintesis de novo, desfavoreciendo el depdsito de éstas reservas
energeéticas en el higado tal como se observa en la histologia del hepatopancreas (ver

més adelante histologia del hepatopancreas).

11.9.3. Digestibilidad In Vitro

El destino de la proteina después de haber sido ingerida depende en gran
medida de su hidrdlisis, lo que a su vez es cuantificado a través de la digestibilidad del
ingrediente (Ali et al., 2009); en este aspecto, la digestibilidad, es un indicador
importante de la calidad de los ingredientes o las dietas, por lo que la biodisponibilidad
de los nutrientes presentes en las dietas formuladas es un factor importante (Martinez-
Montafio y Lazo, 2012), ademas de ser una herramienta base para conocer los
requerimientos nutricionales para el organismo y aplicar dicha informacién para
producir dietas costo-beneficio de alta calidad y poder elegir ingredientes con alto valor
nutritivo (Hajen et al., 1993; Tibbetts et al., 2007). De ésta manera, la digestibilidad In
vitro ha sido propuesta para generar estimaciones de la digestibilidad de los
ingredientes de las dietas (Tibbetts et al., 2011), donde se evallua el grado de ruptura
de los enlaces peptidicos por la accion de diferentes proteasas presentes en el

organismo (Dimes y Haard, 1994; Alarcon et al., 2002). El desarrollo de métodos in
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vitro para peces marinos ha sido mas facil, reproducible y confiable (Moyano et al.,
2001; Hamdan et al., 2009). No obstante, las estimaciones de la digestibilidad In vitro
se han inclinado a realizar evaluaciones de proteinas alternativas tanto de origen
animal como de origen vegetal (Dimes y Haard, 1994), y no propiamente en dietas
completas, las cuales estan compuestas de varios macro y micro nutrientes. Es asi que
nuestro estudio se enfoca en evaluar la digestibilidad In vitro de diversas dietas como
una herramienta viable y poder determinar la respuesta de hidrélisis por parte de
proteasas digestivas presentes en el sistema digestivo de T. macdonaldi hacia las
distintas dietas que contienen diferentes niveles de CPS. De esta forma, el grado de
hidrolisis (GH) mostré una relacion directa con la incorporacion del CPS, donde el valor
mas alto de GH (&cida y alcalina) se presentd en las dietas DC-CPS30 vy
posteriormente conforme al aumento de la inclusion del CPS mostré una disminucion
progresiva en la hidrélisis de la proteina. En la busqueda de fuentes de proteinas
alternativas se observo en juveniles de dorada S. aurata una disminucién en el GH con
fuentes proteinicas de origen vegetal, como la proteina de soya, en comparacién con
las proteinas de origen animal, los autores sugieren que esta respuesta posiblemente
se debe a la presencia de altos contenidos de fibras indigestibles y a la presencia de
FANSs (inhibidores de proteasas) que estan en las proteinas de origen vegetal (Alarcén
et al., 2002). Una respuesta similar se presentd en juveniles de pejelagarto
Atractosteus tropicus, donde al evaluar diferentes proteinas alternativas de la HP, tanto
de origen animal y vegetal, se obtuvieron los valores mas bajos de GH para los fuentes
de origen vegetal y particularmente de los derivados de la soya, los autores asocian
ésta respuesta a la presencia de los inhibidores de tripsina y quimotripsina que afectan
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de manera importante a la digestibilidad de las fuentes alternativas de la harina de
pescado (Frias-Quintana et al., 2010). En este sentido, una disminucién paulatina en
digestibilidad de las dietas en el presente estudio aparentemente esti asociado a la
presencia de los FANs (inhibidores de proteasas principalmente), que estan presentes
en muchas proteina de origen vegetal (Allan et al., 2000, Alarcon et al., 2002; Tibbetts
et al., 2011). Otro aspecto relacionado con la baja digestibilidad, es la presencia de
fitatos, que son dificiles de eliminar, por lo que el CPS aparentemente contiene altos
niveles de estos compuestos quimicos, los cuales quelan iones di y trivalentes de
minerales como Ca*?, Mg™, zZn*?, Cu™ y Fe que resultan ser no absorbidos por los
organismos, ademas de formar complejos proteina/fitatos que hacen menos digestible
la proteina ingerida (Richardson et al., 1985, Storebakken et al., 2000; Francis et al.,
2001; Deak y Johnson, 2007) y estos mismos llegan a producir una inestabilidad de las
proteasas digestivas como la tripsina (Cadwell, 1992) debido a que los fitatos llegan a
inhibir a la secrecion de proteasas digestivas (Francis et al., 2001). Considerando lo
anterior, se debe tomar en cuenta que una baja digestibilidad de la proteina dietaria es
ocasionada por deficiencias en la conformacion del complejo enzima-sustrato, ya sea
por medio de inhibiciones irreversibles o reversibles de proteasas gastricas y
pancreaticas, y en consecuencia, la absorcion de péptidos de cadena corta y
aminoacidos se ve afectada de forma directa (Gertler et al.,, 1967). Respecto a lo
anterior, puede ser una explicacion a la respuesta de los juveniles del presente estudio,
al observar un bajo valor del GH, y como resultado un menor porcentaje de
digestibilidad de las dietas con inclusiones mayores a 45% de CSP, mientras que

inclusiones entre 15 a 45% los valores de GH fueron similares a los obtenidos para la
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DC, lo que es atribuido a la baja concentracion de FANSs, lo que permitié que T.
macdonaldi aceptara sin problemas ese nivel de sustitucion. No obstante, altos niveles
de CPS en la dieta de T. macdonaldi, afectan no solo el GH, sino el crecimiento, ya que
el organismo no esté preparado fisiolégicamente para hidrolizar esta proteina vegetal,
de tal manera que se ve limitado en su capacidad de absorber y por ende en su
requerimiento energético (Hamdan et al., 2009). En este sentido, Dimes et al. (1994),
comentan que existe una relacion directa entre la digestibilidad de los ingredientes y la
tasa de crecimiento, por lo que sin duda, al relacionar el crecimiento de T. macdonaldi
con respecto a la digestibilidad de las dietas, se aprecia una mejor respuesta en los
parametros de crecimiento al incluir entre 15 y 45% de CPS en la dieta. Por
consiguiente, al hacer la sustitucién de la HP por ingredientes vegetales, especialmente
leguminosas como la soya y sus derivados, debe tomarse en cuenta la digestibilidad de
los nutrientes y la capacidad fisioldgica digestiva del organismos, logrando asi formular
dietas mas adecuadas para su maximo aprovechamiento y optimizar los costos en los

insumos de alimento bajo condiciones de cultivo.

11.9.4. Actividad enziméatica

La respuesta de los organismos a los diferentes nutrientes depende en gran
medida de la digestibilidad de los mismos y la capacidad fisiologica de la especie
(Moyano et al., 1991). En este aspecto, Lundstedt et al. (2004) hacen mencion que los
cambios en los alimentos formulados tales como el tipo, fuente y cantidad de nutriente
pueden llegar a alterar el perfil de las enzimas digestivas o la concentracion de las

mismas, y en consecuencia el aprovechamiento de los nutrientes, de manera que la
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habilidad de los peces para hidrolizar los alimentos ingeridos depende también de la
actividad de las enzimas digestivas presentes a lo largo del tracto digestivo, asi como
de la calidad y tipo de ingrediente con el que se fabrica el alimento (Ali et al., 2009). Por
su parte, Tramati et al. (2005) argumentan que es fundamental relacionar los procesos
digestivos de la especie con la composicion del alimento que se le proporciona al
organismo, ya que sin duda, responderan las enzimas digestivas conforme a su

capacidad de hidrolizar el alimento que se le proporcione.

Considerando lo anterior, una de las proteasas digestivas mas importantes es la
tripsina, la cual es una enzima digestiva que presenta una gran sensibilidad a
responder cuando hay presencia de alimento en el tracto digestivo, asi como cuando
existe presencia de alimento poco digestible o con presencia de factores que pueden
afectar su actividad (Champhai et al., 2016; Klomklao et al., 2016). Aunado a ello, la
actividad de esta enzima digestiva estd muy relacionada con la digestibilidad de las
dietas y la presencia de inhibidores de proteasas digestivas en los ingredientes,
especialmente los de origen vegetal (Krogdahl et al., 1994; Rungruangsak-Torrissen y
Male, 2000). De esta manera, el CPS utilizado en este estudio, aunque es un derivado
de la soya con bajos niveles de FANs y de inhibidores de tripsina (Kaushik et al., 1995),
no se descarta la posibilidad que ésta proteina de origen vegetal presente inhibidores
de proteasas digestivas que afectan la hidrdlisis de la proteina particularmente para un
pez carnivoro como T. macdonaldi. En este sentido, en el presente estudio se observo
gue la tripsina, generalmente presente en la zona anterior del intestino, mostré una
importante disminucion en su nivel de actividad por la incorporacion gradual de CSP, lo

gue se debe en gran medida a la presencia de los inhibidores de tripsina presente en la
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proteina vegetal, que afectaron significativamente la actividad de esta proteasa
digestiva. Una respuesta similar se presentdé en juveniles de salmén del Atlantico
(Kroghdal et al., 2003), al medir la actividad tipo tripsina en diferentes zonas del
intestino, donde se encontré que la actividad fue disminuyendo a lo largo del intestino
con dietas que contenia 24% y 30% de HS; esta respuesta negativa, estd asociada a
una elevada presencia de inhibidores de tripsina; asimismo, se detecto en la zona distal
del intestino que el nivel de actividad se incrementd, como respuesta a un proceso
inflamatorio en el intestino que induce a una elevada actividad proteolitica (Lilleeng et
al., 2007). No obstante, la respuesta fisiolégica depende de la especie, e inclusive llega
a ser contradictoria como se detectd en juveniles de lenguado Platichthys stellatus,
donde se mostré un incremento en la actividad de tripsina al incorporar 40% de CPS en
dietas, lo que se atribuye a un aumento de la sintesis de tripsin6geno en el pancreas,
mejorando asi la hidrolisis del alimento; sin embargo, con una sustitucion de 100% de
CPS en la dieta, la actividad de tripsina disminuyd de manera significativa, ocasionada
por el incremento de FANs, lo que provocé una disminucion en la sintesis de
zimbégenos y en consecuencia una baja hidrélisis de proteinas del alimento (Li et al.,
2015). En el presente estudio se aprecia que la actividad de esta enzima fue
significativamente afectada por la posible presencia de inhibidores de tripsina,
disminuyendo su actividad, lo que es similar a lo observado en lenguado del Atlantico,
donde se detecto el dafio en el parénquima pancreatico, lo que indujo a una menor
sintesis de zimdgenos de tripsina y la inhibicion de la proteasa digestiva, lo que afecto

de manera significativa la hidrolisis de las proteinas, lo que pudo corroborarse por
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cambios adversos en los acinos pancreaticos en las células del hepatopancreas de T.

macdonaldi.

Por otro lado, la quimotripsina es considerada como la segunda proteasa
intestinal importante en la digestion de las proteinas ya que permite entender el
desarrollo productivo y la eficiencia alimenticia de las especies de peces en respuesta a
la incorporacion de proteinas de origen vegetal. Los resultados del nivel de actividad de
quimotripsina del presente estudio, mostraron una mejor respuesta con inclusiones
entre 15 y 45% de CPS en la dieta, semejante a la DC. No obstante, se presenté una
respuesta diferente en juveniles de trucha O. mikkys donde la actividad de
quimotripsina se vio inhibida de manera importante al incluir proteina vegetal (harina de
colza y gluten de trigo) como una respuesta directa a la presencia de FANs (inhibidores
de quimotripsina) (Santigosa et al., 2008). De esta manera, la actividad de
guimotripsina en T. macdonaldi, muestra un mecanismo compensatorio al generar un
posible incremento en la sintesis de zimégenos y mantener los niveles de actividad,
como una respuesta al bajo nivel de actividad de tripsina, la cual fue inhibida, por lo que
la quimotripsina contribuy6 de cierta manera en mantener la hidrélisis de la proteina de
la dieta, por lo que éstas diferencias en los niveles de actividad enzimatica digestiva,
aparentemente estan asociadas con el mecanismo de regulacion de
secrecion/produccién de tripsina y quimotripsina (Applebaum y Holt, 2003). Sin
embargo, esta capacidad compensatoria de la quimotripsina, también se ve afectada
con la presencia de FANSs, especialmente con inclusiones mayores a 45% del CPS,
aunado a un posible dafio en el pancreas de T. macdonaldi, induciendo a una menor

sintesis de las proteasas digestivas y con ello una menor actividad proteolitica.
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Las enzimas digestivas como la fosfatasa alcalina y leucina aminopeptidasa
actian en el borde de cepillo intestinal, ademas de estar involucradas en la digestion,
absorcién y transporte de nutrientes (esto solo para fosfatasa alcalina), también estan
relacionadas con la integridad de las microvellosidades de los pliegues intestinales
(mucosa intestinal) (Wahnon et al., 1992; Silva et al., 2010), por lo que al ser afectadas
por el tipo de ingrediente en la dieta podrian dar sefal del estado nutricional y salud de
los peces (Uran et al., 2009). En el presente estudio la actividad de fosfatasa alcalina y
leucina aminopeptidasa, respondieron de manera positiva con inclusiones entre 30 y
45% de CPS, esto podria atribuirse a que los juveniles de T. macdonaldi tuvieron la
capacidad de hidrolizar los péptidos previamente hidrolizados por las endopeptidasas
(principalmente quimotripsina), para su absorcion, lo cual se ve reflejado de manera
directa en el crecimiento y desempefio de los juveniles. Sin embargo, Tibaldi et al.
(2006), reportan en juveniles de lobina Europea D. labrax que la actividad de leucina
aminopeptidasa no se afectd al incluir altas concentraciones de CPS, no obstante,
fosfatasa alcalina si present6 una disminucién en su actividad con inclusiones arriba de
45%, observandose un dafio en los enterocitos. Una respuesta similar se presento, en
juveniles dorada S. aurata, donde no se observaron diferencias en los niveles de
actividad de leucina aminopeptidasa, aunque si se detecté una baja actividad de
fosfatasa alcalina al incluir 20% de harinas vegetales (colza y lupino) (Silva et al.,
2010), ya que sin duda el incluir este tipo de ingredientes alternativos pueden afectar la
actividad de las enzimas digestivas por la presencia de una gran cantidad de FANs
(inhibidores de proteasas digestivas, fitatos, tanino) (Francis et al., 2001). Por lo tanto,
la inclusidn de ingredientes vegetales alternativos a la HP en las dietas de peces
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carnivoros puede afectar la actividad de las enzimas digestivas localizadas en la zona
apical de los enterocitos y la respuesta de dichas enzimas puede ser considerada como
una herramienta fundamental para valorar la susceptibilidad y tolerancia de la especie a
la presencia de FANs, que pueden estar presentes en los derivados de las leguminosas
(Tibaldi et al., 2006). En este sentido, los resultados del presente estudio sugieren que
la capacidad fisiolégica de T. macdonaldi le permite tolerar entre 15 y 45% de
sustitucion, aunque inclusiones mayores compromete la funcionalidad de las proteasas
digestivas, efecto observado en los organismos que se alimentaron con las dietas
CPS60-CPS100 ocasionando un descenso significativo en el nivel de actividad de la
fosfatasa alcalina y la leucina aminopeptidasa, lo que podria deberse a un cambio en la
integridad de las vellosidades intestinales, y en consecuencia en el transporte de
nutrientes hacia el interior de los enterocitos (Alvarez-Gonzalez et al., 2008), ademas
podria ser sefal de posibles alteraciones en la mucosa intestinal a nivel celular (Bakke-
McKellep et al., 2000), tal como se ha observado en juveniles de trucha, donde al
incorporar arriba de 50% de proteina de soya se observo pérdida en la integridad en la
mucosa intestinal por la presencia de vacuolas y una severa inflamacion en la
submucosa intestinal, obstruyendo la absorcién de nutrientes (Burrells et al., 1999). De
ésta manera, la mala absorcion de los nutrientes por los juveniles de T. macdonaldi,
repercutié posiblemente en una menor sintesis y actividad de las proteasas digestivas,
y por consiguiente un efecto adverso en el desarrollo productivo, tal como se ha
reportado en salmén del Atlantico por la incorporacion de CPS en sus dietas (Kokou et
al., 2015). Algunos autores mencionan que el efecto adverso o negativo a nivel celular
depende en gran medida al tipo y nivel de inclusion de la proteina vegetal, asi como del
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proceso de fabricacion del ingrediente para la eliminacién de FANSs, por lo que el lograr
desarrollar alimentos con mayores contenidos de proteinas vegetales, dependera
directamente de la especie, su capacidad fisiolégica y los habitos alimenticios (Francis

et al., 2001; Barrows et al., 2007; Watson et al., 2014).

Con base en lo reportado en este estudio, es de suma relevancia considerar
elaborar dietas acorde a los habitos alimenticios y fisiologia digestiva de la especie, ya
que esto va a permitir una mayor hidrdlisis por parte de las enzimas digestivas y una
mejor absorciobn de los nutrientes (Zambonino-Infante y Cahu, 2007), y con ello
incrementar el aprovechamientos de los nutrientes para poder incidir en los costos que
el alimento representa durante su cultivo. Para el caso de la totoaba, se continta
realizando estudios nutricionales enfocados a la actividad y expresion de enzimas
digestivas, al utilizar ingredientes alternativos a la proteina de pescado, con la finalidad
de lograr elaborar dietas con sustituciones idéneas a su fisiologia digestiva, y con ello,
elaborar alimentos econdmicamente rentables y ambientalmente sostenibles para la

acuacultura de la especie.

11.9. 5. Metabolismo intermediario

De manera general los peces tienen una capacidad de adaptarse de acuerdo a
los macronutrientes que se les proporcione, y su metabolismo intermediario puede ser
buen indicador de la condicién nutricional y del desarrollo productivo en el cultivo
(Meton et al., 1999, Pérez-Jiménez et al., 2009; Bafiuelos-Vargas et al., 2014). No

obstante, en respuesta a los macronutrientes ingeridos y a la adaptacion metabdlica, se
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tiende a aumentar o disminuir la actividad de las rutas del metabolismo intermediario,

particularmente en el higado (Morales et al., 2004).

Las enzimas involucradas en el catabolismo de aminoacidos (ALAT y ASAT)
juegan un papel importante en la obtencién de energia (Pereira et al., 1995). El
incremento de ALAT en el higado después de haber ingerido dietas con alto nivel
proteinico, denota el uso eficiente de los aminoacidos presentes en las dietas
aprovechandolos para su crecimiento o como sustrato para la gluconeogénesis y
lipogénesis (Meton et al., 1999). Por su parte GDH también es una enzima implicada en
la degradacion de aminoéacidos y su actividad esta influenciada por la disponibilidad de
estos, y una alta actividad de la GDH suele estar relacionado con una de posible
necrosis hepatica (Salomén y Salomén, 2003).

En lo que se refiere a los resultados del presente estudio, el nivel de actividad de
las enzimas ASAT y GDH, no se vieron afectadas de manera significativa por el nivel
de inclusion de CPS en las dietas de los juveniles de T. macdonaldi, sin embargo,
ALAT mostré una mejor actividad en las dietas DC-SP45 con respecto a las dietas con
una mayor inclusion de CPS (a partir de 60%), lo que podria estar relacionado
directamente con la menor ingesta de alimento aunado a una disminucién de la
proteina disponible para los organismos conforme se aumentd el nivel del CPS, tal
como se observo en otros parametros, donde la incorporacion mayor a 45% afecto la
digestibilidad, por tanto hubo una menor digestion y absorcién de aminoacidos, lo que
implica un menor aporte de piruvato para ser transformado en Acetil-CoA y participar
en el ciclo de Krebs para obtencion de energia, afectando el desarrollo de los juveniles

de T. macdonaldi. Una respuesta similar se observo en un trabajo previo realizado con
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totoaba al incorporar niveles altos de CPS sin taurina, donde se observo que el nivel de
las actividades de ALAT, ASAT y GDH se vieron afectadas significativamente, los
autores sugieren que ésta respuesta se presentd por una baja disponibilidad de
aminoécidos presentes en la dieta por efecto de los altos niveles de CPS (Bafiuelos-
Vargas et al., 2014). De la misma forma en juveniles de dorada S. aurata, también
observaron cambios en la actividad de ASAT, ALAT y GDH por la deficiencia y
disponibilidad de aminoacidos en las dietas con mayor inclusion de proteina de soya,
afectando de manera importante al metabolismo de la especie (Gomez-Requeni et al.,
2003). En éste sentido, se ha visto que las enzimas que participan en el catabolismo de
aminoacidos (ASAT, ALAT y GDH), estan relacionadas a un desbalance del perfil de
aminoacidos en las dietas de los organismos (Peres y Oliva-Teles, 2006, 2007). Por lo
gue en el presente estudio, la respuesta de un bajo nivel de actividad de ALAT en las
dietas con inclusiones mayores a 45% de CPS quiz4 esté relacionado con la baja
disponibilidad de aminoacidos. En este sentido, la disminucion de ALAT tiende a ser
una sefial de una deficiencia de proteina digerida, ya que esta enzima es sensible al
estado nutricional en peces como lubina Europea D. labrax, donde la ALAT fue
sefialada como indicador del estatus nutricional de los organismos por deficiencia de
proteina (Viegas et al., 2014). Respecto a los resultados del presente estudio, indican
gue inclusiones mayores a 45% de CPS mostraron un efecto significativo en el
catabolismo de aminoacidos lo que puede afectar la disminucion de aporte de energia

para los organismos.

Respecto a las enzimas que participan en la glicdlisis (HK y GK), son enzimas

claves con el metabolismo de carbohidratos tanto en organismos terrestres como en los
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peces (Moon y Foster, 1995). En el presente estudio se logré observar que el nivel de
actividad de ambas enzimas fue mas alta en los juveniles de T. macdonaldi
alimentados con DC-CPS45 con respecto al resto de las dietas a las cuales se les
incorpor6 una mayor cantidad de CPS. Este efecto posiblemente se deba a la
disponibilidad de carbohidratos en la dieta, debido a que ésta fuente de energia
alternativa tiene una relacion directa con la respuesta de la actividad de las enzimas de
la glucdlisis (HK y GK) (Enes et al., 2009). Se ha descrito, que la actividad de la GK
tiende a ser mas alta ante la incorporacion de carbohidratos disponibles en la dieta y la
actividad de HK puede ser extremadamente baja o no presentar cambios (Enes et al.,
2008). No obstante, en el presente estudio se logrd apreciar que el comportamiento de
ambas enzimas fue muy similar, ya que los niveles mas altos de actividad se
presentaron en las dietas DC-CPS45, lo que puede sugerir un maximo de 45% de
sustitucion de harina de pescado por CPS, los organismos tuvieron la capacidad de
fosforilar glucosa, similar a los de la DC. Por otro lado, se observd también en el
presente estudio que con inclusiones mayores de CPS, el nivel de actividad de HK y
GK fue disminuyendo paulatinamente, quiza influenciado por una baja digestibilidad de
las dietas y por consecuencia una menor disponibilidad de carbohidratos presentes en
las dietas, lo que sugiere una menor actividad para fosforilar glucosa a glucosa-6-
fosfato para suministrar a las distintas rutas (formacion de ATP, glucdgeno o contribuir
en la via de pentosa fosfato). Esta misma respuesta se presentd en un estudio previo
con la misma especie (juveniles de T. macdonaldi), donde al incluir CPS en dietas de
los juveniles, disminuy6 significativamente el nivel de actividad de ambas enzimas (HK
y GK), sugiriendo que la proteina vegetal indujo a cambios en el metabolismos de
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carbohidratos (Bafuelos-Vargas et al.,, 2014). Nuestros resultados sugieren que
elevadas inclusiones de CSP puede afectar la actividad de las enzimas que participan
en la glicdlisis (HK y GK) y quiza generar un menor aporte de glucosa fosforilada, lo
que contribuye a un menor aporte de energia (ATP). No obstante, se requieren
continuar estudiando para conocer el comportamiento de éstas enzimas cuando se
sustituya parcial y/o total la harina de pescado, y con ello, poder comprender la
respuesta de éstas dos enzimas ya que existen comportamientos muy diversos en la
respuesta de las enzimas glucogénicas en peces (Capilla et al., 2004) que no se han
logrado correlacionar.

La gluconeogénesis es una ruta metabdlica importante en la homeostasis de la
glucosa, por lo que se ha venido estudiando desde afios atrds en distintas especies,
especialmente la fructosa-1, 6-bifosfatasa (FBPasa), la cual es una enzima clave en el
metabolismo de la glucosa (Nie et al., 2015). En el presente estudio se observé que los
juveniles de T. macdonaldi presentaron un mayor nivel de actividad en los higados de
los peces alimentados con las dietas DC-CPS45, sugiriendo que en éstas dietas se
presentd una mayor disponibilidad de precursores para la gluconeogénesis
provenientes principalmente del catabolismo de aminoécidos. Cowey et al. (1981)
sugieren que el efecto en la actividad de las enzimas gluconeogénicas puede depender
en gran medida de la disponibilidad de los aminoacidos de la dieta, principalmente de
alanina y serina, los cuales son utilizadas como precursores de la glucosa para la via
de la gluconeogénesis. Por lo que nuestros resultados sugieren que hasta con
sustituciones no mayores a 45% no se afecta el nivel de actividad de la FBPasa, quiza
esto se deba a la disponibilidad de carbohidratos, lipidos y sobre todo de proteina
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(aminoacidos) como precursores de la gluconeogénesis. No obstante, también en el
presente estudio se presentd una disminucion significativa en el nivel de actividad de la
FBPasa a partir de una inclusion mayor a 45% de CPS y esta respuesta quiza esta
relacionada con la digestibilidad de las dietas, donde se reflela una menor
disponibilidad de carbohidratos y proteina, nutrientes que al parecer regulan la
respuesta de la enzima gluconeogénica en los peces carnivoros (Suérez et al., 2005).
Una respuesta similar se reportd en juveniles de anguila Europea, donde encontraron
que la actividad de las enzimas FBPasa disminuyé de manera significativa cuando se
alimenté con dietas con bajos niveles de proteina (27%) y altos niveles de
carbohidratos (42%), indicando una limitacion del metabolismo por una baja
disponibilidad de proteina dietaria (Suarez et al., 1995). De la misma forma, en trucha
arcoiris O. mykiss, la actividad de FBPasa estuvo influencia por la baja incorporacion
de proteina en las dietas del organismo, observando un decremento en la actividad de
ésta enzima al ser alimentados con bajos niveles de proteina (Kirchner et al., 2003).
Por su parte Kumar et al. (2009), encontraron que la actividad de FBPasa fue
disminuyendo en los higados de los juveniles de Labeo rohita con la incorporaciéon de
bajos niveles proteina, los autores explican que el decremento de las enzimas
gluconeogénicas es debido principalmente a una baja disponibilidad de aminoacidos
digestibles. Por consiguiente, podemos sugerir en el presente estudio, el nivel de
actividad de FBPasa en los organismos alimentados con las dietas CPS60-CPS100 fue
menor con respecto al resto de las dietas, debido a una baja disponibilidad de
precursores no glucosidicos (principalmente aminoacidos), para la sintesis de novo de
glucosa (Moon y Foster, 1995).
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Las enzimas malica (EM) y G6PD estan involucradas en catalizar la produccién
de NADPH (Wang et al., 2005), ademas las EM proveen de NADPH extra-mitocondrial
y piruvato que posteriormente sera convertido en acetil-CoA para la sintesis de novo de
acidos grasos (Likimani y Wilson, 1982). En el presente estudio s6lo no se mostraron
diferencias significativas en la actividad de EM en respuesta de la inclusion de CPS
como alternativa de proteina para los juveniles de T. macdonaldi. Una respuesta similar
reportd Bafiuelos-Vargas et al. (2014) en la actividad de EM al incorporar altos niveles
de CPS, indicando que no se present6 un estimulo para la sintesis de novo de lipidos
en el tejido hepatico. No obstante, en el presente estudio aunque no se presentaron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos, los higados de los peces
alimentados con CPS90 y CPS100 mostraron un nivel de actividad mayor en
comparacién al resto de los tratamientos y sobre todo con respecto a la DC. Por lo
anterior, quiza esto no signifigue que en dichas dietas se haya presentado una mayor
sintesis de novo de lipidos en el tejido hepatico, ya que de acuerdo con los proximales
de higados de los juveniles de éstas mismas dietas mostraron un menor depdsito de
lipidos en tejido hepatico y cuerpo entero, por consiguiente podria sugerirse que el
ligero incremento de la actividad de las enzimas lipogénicas quiza esta relacionado a
producir NADPH para labores metabdlicas, entre ellas la proteccién frente al dafio
oxidativo ocasionado por una menor ingesta de nutrientes y/o dafios ocasionados por
una situacion de estrés (Pérez-Jiménez, 2007). Se ha sugerido que NADPH actua
directamente sobre los radicales libres, reparando el dafio ocasionado en las moléculas
por medio de la donacion de electrones (Kirsch y De Groot, 2001), por lo que en lugar
de presentarse una acumulacion de reservas energéticas corporales (principalmente en
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higado) se observd un menor depoésito. Esta respuesta es congruente con los
resultados registrados en el contenido de lipidos en el tejido hepatico en juveniles de T.
macdonaldi alimentados con niveles altos de CPS (inclusion mayores a 45%). No
obstante, aunque en el presente estudio no se presentaron diferencias significativas en
G6PDH, se observé que el nivel de actividad de EM fue mucho mas bajo respecto a
G6PDH, esta misma respuesta han sido reportado para lenguado S. senegalensis
(Dias et al., 2004) y el besugo Pagellus bogaraveo (Figueiredo-Silva et al., 2009), en
los que se ha encontrado una mayor actividad de G6PDH en comparaciéon con la
actividad de EM, produciendo un mayor aporte de NADPH. Algunos autores,
mencionan que ésta respuesta quiza se deba a que G6PDH es clave para regulacion
de la actividad de enzimas antioxidantes (Castro et al., 2012; Pérez-Jiménez et al.,
2012). Nuestros resultados sugieren que la respuesta en el nivel de actividad de EM y
G6PDH con mayor nivel de soya (niveles superiores a 45% de CPS), no fue para
generar depdsito de grasa en el tejido hepético, si no para cubrir la demanda de
NADPH y con ello contrarrestar el posible estrés oxidativo y los consecuentes dafios
generados en los juveniles de T macdonaldi. De acuerdo a los resultados de
composicion proximal y sobre todo de los cortes histolégicos, se observd que la
lipogénesis se presentd en mayor proporcion en los juveniles de las dietas DC a
CPS45, a partir de esos niveles el depdésito energético fue disminuyendo y al mismo
tiempo se fueron presentando anomalias en el tejido hepatico (ver mas adelante
analisis histologico), lo que podria sugerirse que la actividad de EM y G6PDH con éstas

dietas fue para contrarrestar el estrés hepatico de los juveniles de T. macdonaldi.
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11.9.6. Hematologia y quimica sanguinea

Los parametros hematoldgicos son Utiles para monitorear cambios fisiolégicos y
patologicos en peces, por lo que situaciones de malnutricion y deficiencia de nutrientes
llegan a afectar los valores de hematocrito (Rikeiro et al., 2015). En este sentido hacer
evaluaciones de ésta indole nos puede proporcionar informacién mas concreta del
estado nutricional de los peces alimentados con ingredientes alternativos. En el
presente estudio se observd una mejor respuesta de los pardmetros de hematologia de
las dietas con inclusiones de 15 a 45% de CPS. Sin embargo, con inclusiones mayores
se presentd una disminucion en el conteo de glébulos rojos, hemoglobina y hematocrito
en los juveniles de T. macdonaldi. Una respuesta similar se presentd en juveniles de
esturion Huso huso, donde observaron una disminucibn en el porcentaje de
hematocrito y hemoglobina en la sangre al ser alimentados con altos niveles de
proteina vegetal, por lo que los peces mostraron inicios de una posible anemia por la
deficiencia en la disponibilidad de nutrientes (Jahanbakhshi et al., 2012). Asi mismo, los
resultados del presente estudio indican un efecto por la inclusién del CPS, ya que se
observé un decremento en el conteo de glébulos rojos, hemoglobina y hematocrito,
quizéd ésta respuesta esté influenciada a la presencia de FANs (principalmente por
fitatos), que son considerados como principales causantes de la limitacion al
aprovechamiento del CPS presente en alimentos para peces (Mendoza et al., 1998;
Storebakken et al., 2000; Krogdahl et al., 2010). En este contexto, los fitatos son
agentes quelantes, que hace menos disponibles la absorcion de por ejemplo los
minerales como hierro, zinc y calcio (Storebakken et al., 2000). De manera que los
resultados en el presente estudio indican que posiblemente la disminucion de
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hemoglobina puede ser sefial de inicios de anemia, la cual es causada por la
deficiencia de hierro (Wick et al., 2011) influenciado por altos niveles de CPS (mayores
a 45%), por lo que esto también se refleja en la disminucion de MCV y MCHC,
produciendo como consecuencia, una posible anemia hipocromica y cambios en el
metabolismo hepatico en los juveniles de totoaba como se observé en la respuesta de
metabolismo intermediario. No obstante, los peces alimentados con niveles menores a
45% de proteina alternativa en su alimentacion, muestran altos valores hematologia, lo
cual podria ser el resultado de una excelente liberacion de eritrocitos hacia la sangre
(Svodova et al., 1994), esto en respuesta a un adecuado contenido nutricional de las
dietas proporcionadas (CPS15 a CPS45), indicando asi un buena absorcion y
metabolismo de los nutrientes presentes en las dietas. Por otro lado, la respuesta de
los organismos al ser alimentados con las dietas altas en CPS disminuyeron el
hematocrito, sefial de posible inicios de anemia causada por una deficiencia nutricional
de los peces (Ali y Mohamed, 2010), por lo que una mal nutricion aparente se presento
en los juveniles que fueron alimentados con dietas a las que se les incorporé niveles
arriba 45% de CPS. Una respuesta similar fue reportada por Lopez et al. (2015),
también en juveniles de T. macdonaldi al ser alimentado con 60% de CSP sin taurina,
los autores sugieren que ésta respuesta pudo deberse por la presencia de FANs
(inhibidores de proteasa digestivas, saponinas y lectinas) que estan presentes en CPS,
las cuales llegan a generar cambios en los enterocitos que estan presentes en la
mucosa dando lugar a la enteritis (Krogdahl et al., 2003; Insuden et al., 2008; Bonaldo
et al.,, 2008), y con ello generar una disminucion en la hidrdlisis y absorcion de los
nutrientes presentes en las dietas. Por lo que en los juveniles de totoaba el utilizar
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porcentajes menores a 45% de CPS es lo idoneo para los peces, ya que a estos
niveles no se ve afectada la absorcién de nutrientes, ni presentan sefiales de posible
anemia causada por una atrofia intestinal obstaculizando la absorcion de los nutrientes
presentes en la dieta, mostrando asi sefiales de un buen estado nutricional (Lopez et

al., 2015).

Quimica sanguinea

Los parametros de quimica sanguinea, son comunmente utilizados como
herramienta de bio-monitoreo, ya que se puede visualizar de manera rapida cambios
patofisiolégicos crénicos o agudos por causas nutricionales o por enfermedades
(Adams et al., 1996; Burtis et al., 2008). Hrubec et al. (2001) reportan que los cambios
en los pardmetros bioquimicos en la sangre estan influenciados por factores como la
condicion de vida y edad del pez. Por lo que un decremento en la cantidad de albumina
y proteina total en los organismos podria ser una respuesta de una anormalidad en las
funciones del higado o del rifidn (Akrami et al., 2003). Por otro lado Rehulka et al.
(2005) y Atencio-Garcia et al. (2007), reportan que la concentracion de proteina
plasmatica es altamente relacionada con el estado nutricional y la calidad del alimento,
asi como también podria ser un reflejo del metabolismo y desarrollo productivo del
organismo (Wang et al., 2016). En este contexto, en el presente estudio los niveles de
proteina disminuyeron conforme se aumentd el reemplazo de la HP por CPS en las
dietas de totoaba, esta respuesta quiza esta relacionada por una baja disponibilidad de
la proteina digestible aunado por la presencia de los FANs presentes en las dietas, lo
gue podria explicar la disminucion de las proteinas totales en el plasma, en especial en
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los tratamientos con inclusiones arriba de 60% de CPS. En base a lo anterior puede
inferirse que baja concentracion de la proteina plasmética y albumina de los peces
alimentados con las dietas CPS75-CPS100 pudieron verse afectados, disminuyendo la
sintesis de proteinas, y quiz& provocar falla hepatica (Stockham et al., 2002; Thrall et
al., 2006) lo que traeria como consecuencia cambios no positivos en el metabolismo de

los organismos y posibles patologias en higado.

En cuanto a la relacion Alb:Glb en los juveniles de T. macdonaldi, en ambas
proteinas fueron en decremento por la incorporacién del CPS, donde los valores mas
bajos se presentaron en las dietas CPS90 y CPS100, por lo tanto no se presentaron
diferencias en la relacion Alb:Glb en estos grupo de peces. De acuerdo a los resultados
previos, es posible que el decremento de la sintesis de proteinas esté relacionado a
una deficiencia en los procesos de digestion y absorcién, los cuales estan ligados con
la digestibilidad de las dietas, asi como una disminucion en actividad enzimética y

metabdlica, esto en respuesta a altos niveles de sustitucion de HP por CPS.

La concentracion de la glucosa en el plasma de los organismos alimentados con
las diferentes dietas experimentales fue muy variable entre las dietas utilizadas, lo cual
no permiti6 obtener una respuesta clara con respecto a los niveles de inclusion de
CPS. Los valores mas altos encontrados en el presente estudio fueron valores
similares a los reportados por Lépez et al. (2015), quienes indicaron que los valores
altos se debieron a la alta inclusion de CPS, provocando una alteraciéon en las
actividades de las enzimas glucoliticas y dando lugar a una disminucion de

homeostasis para el transporte de glucosa. No obstante, los altos niveles de glucosa en
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el presente estudio aparentemente no estuvieron relacionados con la inclusion de CPS.
La glucosa presente en la sangre ademas de ser influenciada por el almidén
proveniente del alimento, también se ha visto relacionada al estrés, lo cual provoca una
estimulacion de las vias alternas en la liberacion de glucosa por medio de la
gluconeogénesis y liberaciébn de glucagon, causando un estado de resistencia a la
insulina y llegar a producir hiperglicemia (Thrall et al., 2012). Esta respuesta se ha visto
en S. aurata, O. niloticus, O. mykiss y Piaractus mesopotamicus donde los altos niveles
de glucosa han sido en respuesta inmediata a un agente estresor. Asi mismo diversos
autores han reportado que niveles altos de glucosa estan relacionados con el estrés en
condiciones de cultivo, manejo y aplicacion de antibiéticos (Coz-Rokavac, et al., 2005;
Trenzado et al., 2006), por lo que quiz& en el presente estudio el efecto del CPS no
influencié de manera significativa en los valores de glucosa. Aunque esto no se sabe
con certeza debido a que no se realizaron pruebas como determinacién de cortisol para
medir el estrés por manejo de los peces, ya que no fue objetivo de estudio, aunque
quiza es importante realizar este tipo de evaluaciones aunados a cuestiones
nutricionales para poder entender la respuesta de los juveniles y en especial de cuando
llegan a presentarse variaciones en la glucosa en la sangre que no estan

estrechamente relacionadas a una respuesta del estado nutricional de los organismos.

11.9.7. Histologia del parénquima hepatico de los juveniles de totoaba
El higado en los peces esta localizado en la zona anterior de la cavidad
peritoneal, presenta dos I6bulos de distinto tamafio (Rust, 2002), sin embargo, en la

mayoria de los peces a diferencia de los mamiferos, no se encuentran por separado
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higado y péncreas. En la conformacion microscopica el higado de los peces su
organizacion celular es muy diferente a otros vertebrados superiores (Genten, 2009).
En especies como tilapia y bagre el tejido hepético esta representado por dos
componentes anatomicos congregados: el hepético y el pancreatico (Torres et al.,
2010, Guzmén-Beltran et al., 2013), de la misma forma se encuentra integrado el tejido
hepético de totoaba, por lo que en el presente trabajo s6lo por medio de cortes
histologicos se logro identificar con claridad los hepatocitos con su caracteristica forma
poliédrica e incluidos en el parénquima hepatico, el parénquima pancreético con su
region exocrina formada por acinos o adenémeros pancreaticos y la porcion endocrina
con los islotes de Langerhans (Figura 3D), de la misma forma que ha sido identificado
en bagre (Guzman-Beltran et al., 2013). En pez cebra se ha visto que los hepatocitos
no se muestran organizados o acordonados como en los mamiferos, asi como no se
logré observar la presencia de la tipica triada portal y células Kuffer (Menke et al.,
2011). Esto quiza sea una caracteristica comun en los peces debido al escaso tejido
conjuntivo hepético, en el presente trabajo al analizar los cortes histologicos del higado
de totoaba no se lograron apreciar los lobulillos hepaticos asociados a la triada que
caracteriza a los mamiferos, con una estructura clasica acordonada; sino mas bien
tramas de cordones desordenados asociados a capilares sinusoides tal como se ha
observado en la tilapia y pez cebra (Torres et al., 2010; Menke et al., 2011). Sin
embargo, para verificar dicha informacion se requiere realizar cortes histologicos del
tejido hepatico de totoaba en distintas etapas de su vida y lograr establecer diferencias
en el acomodo de las células hepaticas y obtener informacion mas certera en tejido
hepatico sano, con relacion a la parte exocrina y enddcrina del pancreas.

106



Concentrado de proteina de soya en dietas para juveniles de Totoaba macdonaldi  Idaly Trejo Escamilla

Cambios en tejido hepéatico de juveniles de totoaba por efecto de las distintas

dietas

El higado de los vertebrados superiores y en peces es un érgano importante en el
metabolismo intermediario (carbohidratos, proteinas y lipidos); sintesis de proteinas,
albumina y destoxificacion (Passantino et al., 2014). Por consiguiente, puede llegar a
ser afectado por factores bibticos, xenobioticos y nutricionales (Braunbeck et al., 1990;
Van der Oost et al., 2003; Bolla et al., 2011). En diversas ocasiones las alteraciones
gue llegan a presentarse en el higado son a causa del alimento artificial con deficiencia
en el perfil de nutrientes lo que provoca patologias por mal nutricion (Coz-Rakovac et
al., 2005). Dichas alteraciones, pueden ser mejor evaluadas con la ayuda de cortes
histoldgicos, donde se logra distinguir la presencia de posibles alteraciones patoldgicas
en respuesta a la variable de estudio (Hu et al., 2013). Los resultados de los cortes
histolégicos del presente estudio, donde los juveniles de T. macdonaldi que fueron
alimentados durante dos meses con las dietas con diferentes niveles de inclusion de
CPS, se observaron alteraciones en el tejido hepatico, estos cambios al parecer estan
relacionados con la disponibilidad de los nutrientes. En las dietas CPS15-CPS60, se
aprecio la severa presencia de células adiposas y una abundante presencia de
hepatocitos con alteraciones en el citoplasma (desplazamiento de nucleo a la periferia),
en consecuencia a la presencia de micro y macrovacuolizaciones, como una posible
seflal de principios de esteatosis. Esta respuesta es similar a la reportada por
Bafiuelos-Vargas 2014; Lopez et al. (2015), con la misma especie (juveniles de T.
macdonaldi), donde se present6 una gran cantidad de hepatocitos con macrovesiculas

y con desplazamientos del nucleo, sobre todo en las dietas con 60% de CSP, los
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autores mencionan que esta respuesta esta vinculada a compuestos alergénicos que
estan presentes en los alimentos formulados con ingredientes de origen vegetal como
lo es CSP, induciendo cambios en el higado de los peces. En particular, los organismos
alimentados con hasta 60% de CPS se observd la numerosa presencia de células
adiposas tanto en los hepatocitos como en el pancreas de los juveniles de T.
macdonaldi como respuesta a un exceso de energia disponible (lipidos vy
carbohidratos), almacenandose en el tejido hepatico en forma de glucégeno y grasa
(Morais et al., 2001). Este hecho se encuentra respaldado por los resultados de la
composicion proximal del higado, en particular de los juveniles alimentados con las
dietas DC-CPS60, mostrando una relacibn con la digestibilidad de las dietas,
presentando una mayor disponibilidad de nutrientes para su desarrollo productivo y
disponibilidad para almacenarlo en el tejido hepético. Una respuesta similar reporta
Pereira et al. (2002), quienes observaron en trucha O. mykis una abundante presencia
de macrovesiculas en el tejido hepatico de la dieta control, las cuales fueron
disminuyendo conforme se aumentd el nivel de sustitucion de la harina de pescado por
la harina de vegetal (a base de repollo); los autores sugieren que esta respuesta estuvo
ligada a la incorporacion de un alto nivel de energia disponible para los peces que
fueron alimentados con la DC, por lo que se presentd un exceso de glucégeno y lipidos
depositados en el tejido hepético. Por otra parte, en juveniles de bacalao del Atlantico
no se encontraron cambios en el tejido hepatico al ser alimentados con diferentes
niveles de proteina vegetal (gluten de trigo y CPS) (Hansen et al., 2006). De la misma
forma en juveniles de pacu Piaractus mesopotamicus al ser alimentadas con 50% de
CPS y en besugo Diplodus puntazzo, no se mostraron alteraciones en el tejido hepatico
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por la inclusién de proteina vegetal (harina de girasol) (Nogales-Mérida et al., 2010).
Por consiguiente, las alteraciones en el tejido hepatico debida a la ingestion de fuentes
alternativas de proteina, quizd estd en funcion a la capacidad fisiolégica de los
organismos. No obstante, los resultados de los cortes histologicos del higado de los
peces alimentados con CPS75-CPS100 se logré apreciar de moderada a ligera la
presencia de hepatocitos con micro y macrovesiculas e infiltracion de adipocitos entre
los hepatocitos e islotes pancreéticos, lo que podria inferirse que la disponibilidad de
los nutrientes fue menor conforme a la inclusion del CPS. En este sentido Glencross et
al. (2004), mencionan que una disminucion de gotas lipidicas en higado, esta
relacionado a una pobre retencion de energia, inducida por las proteinas de origen

vegetal.

En el presente estudio podemos suponer que los compuestos alergénicos y los
factores antinutricionales (FANSs) afectaron el higado de los peces, ya que la presencia
de microvesiculas fue mas frecuente en las dietas CPS75-CPS100 aunado a la
presencia de hepatocitos con ndcleos picnéticos tal como se ha observado también en
juveniles de trucha O. mykiss por efecto de CPS en sus dietas (Ostaszewska et al.,
2005). Asi mismo, también se presentaron células mononucleares en los higados, las
cuales podrian ser sefial de alteraciones patolégicas por cuestiones nutricionales. Cabe
hacer mencidn que con estas mismas dietas también se logré apreciar una disminucion
del tamafio de los acinos pancreéaticos mostrando un cambio en la distribucion de las
células pancredticas y la presencia de posible necrosis. Estos cambios en el
parénquima pancreatico sugieren un efecto en la sintesis y secrecion de las proteasas

digestivas, lo que quizad esté relacionado con una disminucion en actividad de dos
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principales proteasas digestivas (tripsina y quimotripsina), sobre todo en las dietas
CPS75-CPS100, tal como se menciond con anterioridad. Una respuesta similar la
reportaron Ostaszewska et al. (2005), en juveniles de trucha O. mykiss, donde se
presentd una disminucidon en la sintesis y secrecion del pancreas, asi como una
disminucién de la actividad de las enzimas digestivas en respuesta a la incorporacion
del CPS, los autores reportan cambios en la densidad oOptica del citoplasma y reduccion
del volumen de las células pancreaticas (sefial de pseudohipetrofia) por efecto de los
inhibidores de proteasas digestivas y fibras indigestibles que estdn presentes en la
proteina vegetal. Algunos autores sugieren que altos niveles de derivados de soya
llegan a causar hipertrofia en pancreas, asociado por la presencia de inhibidores de
proteasas digestivas (inhibidores de tripsina y quimotripsina) (Abbey et al., 1979; Silva 'y
Silva, 2000). En este sentido, los resultados del presente estudio sugiere que la
incorporacion de niveles mayores a 45% de inclusion de CPS pueden traer cambios en
la densidad del citoplasma, aunque para poder confirmar esto se requiere realizar
estudios mas especificos (por.ejem. de microscopia electronica y tinciones mas
especificas) para verificar dicho cambio o un posible dafio en los organelos
especializados en la sintesis de proteinas por efecto de la proteina alternativa.

No obstante, el higado puede llegar a tener efectos reversibles (auto-regenerarse)
por alteraciones, cuando se re-alimenta con una dieta balanceada acorde a su
fisiologia, por lo que las alteraciones causadas por dietas formuladas pueden llegar a
desaparecer (Caballero et al., 2004). En su momento, si se desea revertir el dafio
causado por las dietas experimentales suministradas, es necesario proporcionarle al
organismo la dieta idénea a su capacidad fisiol6gica de los peces de cultivo.
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11.10.0. DISCUSIONES GENERALES

Los resultados de los parametros de crecimiento y desempefio fisiologico de los
juveniles de T. macdonaldi indican que utilizar niveles de sustitucion maximo de
34.17% del CPS en sus dietas, promueven el mejor desempefio, ingesta de alimento y
retencion de nutrientes. No obstante, con inclusiones mayores los organismos causo un
efecto significativo en los parametros de crecimiento y retencion de nutrientes.
Resultados similares se han reportado para cobia (Trushenski et al., 2011). Esto quiza
se deba en parte a la baja atractabilidad que presentan las proteinas vegetales, sobre
todo en peces carnivoros (Chong et al., 2003 y Hansen et al.,, 2007), lo que en
consecuencia provoca un bajo consumo de alimento y con ello, el crecimiento de los
organismos se vio afectado (Day y Placencia-Gonzalez, 2000). Se ha reportado que la
eficiencia alimenticia esta en funcion de la digestibilidad de las dietas (Stone et al.,
2000), por lo que en el presente estudio se logré observar una mejor digestibilidad en
las dietas CPS15-CPS45, lo que indujo la obtencion de una mejor eficiencia alimenticia
y con ello un mejor desempefio en los juveniles de T. macdonaldi. No obstante, con
inclusiones mayores a 45% de CPS la digestibilidad de las dietas se redujo de manera
importante, esta respuesta quiza se deba a la presencia de FANs como los fitatos que
son quimicos que forman complejos proteina/fitatos que hacen menos digestible a la
proteina, ademas de ser dificiles de eliminar por lo que el CPS utilizado en el presente
estudio aparentemente contiene dichos factores antinutricionales que afectan la
digestibilidad y asimilacion de los nutrientes (Storebakken et al., 2000; Deak y Johnson,
2007), aunado también a la presencia de inhibidores de proteasas digestivas (Alarcén
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et al., 2002). En este sentido, los resultados sugieren que la digestibilidad no muestra
un efecto negativo con una sustitucion menor a 45% de CPS, mostrando similitud con
la DC, por lo que con dichas sustituciones permite una buena hidrolisis de la proteina
de las dietas, obteniendo aminoécidos que seran utilizados para posteriores procesos
de sintesis de proteinas, metabolismo, mantenimiento, crecimiento y respuesta inmune
(Li et al., 2008).

Al analizar los resultados de las dos proteasas digestivas principales que
cumplen su funcién en la hidrélisis de la proteina presente en el alimento, logramos
observar en primer instancia una inhibicion de la actividad de tripsina por la
incorporacion de la proteina vegetal, por lo que se sugiere que quimotripsina contribuyé
en mantener la hidrélisis de la proteina de la dieta como mecanismo compensatorio
para hidrolizar la proteina de la dieta. No obstante, con inclusiones mayores se
presentd un descenso significativo, por lo que podemos sugerir que CPS contiene
inhibidores de proteasas digestivas (inhibidores de tripsina y quimotripsina) que afectan
la actividad de las enzimas digestivas tal como se ha visto en el presente estudio y en
especies como en lenguado P. stellatus (Li et al., 2015), lo que podria ser sefial de una
deficiencia nutricional, ya que dichas proteasas digestivas son sefialadas como
marcadores del estado nutricional en los peces (Applebaum y Holt, 2003; Champhai et
al., 2016; Klomklao et al., 2016). Asi mismo, con los resultados de los cortes
histologicos del hepatopancreas sugieren un cambio en el parénquima pancreatico
(reduccion en el tamafio de los islotes pancreaticos y una aparente necrosis
pancreatica) de los juveniles de T. macdonaldi inducido por los FANs, los cuales
también afectaron en la sintesis de proenzimas (zimégenos de tripsina y quimotripsina)
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dando lugar a un decremento en la actividad de estas proteasas digestivas,
principalmente en los juveniles alimentados con las dietas CPS60-CPS100, tal como se
ha visto en juveniles de trucha, por la incorporacion de altos niveles de CPS en su dieta

(Ostaszewska et al., 2005).

Por otro lado, se logro apreciar que la mejor respuesta en el nivel de actividad de
las enzimas que actuan en el borde de cepillo (fosfatasas alcalina y leucina
aminopeptidasa) se presentd en los organismos alimentados con las dietas con
sustituciones menores a 45%, sugiriendo que con estos niveles de sustitucion los
juveniles de T. macdonaldi no presentaron cambios en los enterocitos, esto como sefial
de un buen estado de salud del sistema digestivo (intestino) (Smith 1993). No obstante,
al suministrar a los juveniles porcentajes mayores se logré apreciar un descenso
significativo en el nivel de actividad de dichas enzimas, lo que podria estar relacionado
a un cambio en la integridad de las vellosidades intestinales, por consiguiente, esto
puede llevar a una disminucién en la absorcién y transporte de nutrientes hacia el
interior de los enterocitos (Alvarez-Gonzalez et al., 2008). Asi mismo, se ha observado
gue la disminucion progresiva del nivel de actividad por parte de las proteasas
digestivas estan relacionados con la pérdida de microvellosidades y presencia de
vesiculas en los enterocitos, impidiendo asi la absorcion de los aminoacidos necesarios
para las funciones de los juveniles (Olli et al., 1994; Krogdahl et al., 1994, 2003), en el
presente estudio por la presencia de altos niveles de FANs (inhibidores de proteasas
digestivas) que obstruyen la digestiéon y absorcion de los nutrientes afectando el
desempeiio de los juveniles de T. macdonaldi. Por consiguiente, al existir una baja

disponibilidad de nutrientes y en especial de aminoacidos, puede llegar a inducirse un
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cambio en el metabolismo intermediario (Aragéo et al., 2003) de los juveniles, tal como
se observd en el presente estudio al evaluar la respuesta de las enzimas del
catabolismo de aminoacidos, mostrando un reflejo en la pobre disponibilidad de estos
mismos. Esta misma respuesta se reporta en un estudio previo con la inclusion de CPS
en juveniles de T. macdonaldi (Bafiuelos-Vargas et al., 2014). De manera general la
respuesta del metabolismo intermediario estuvo influenciado por la incorporacion del
CPS, en ese sentido, los peces al ser alimentados con las dietas CPS60-CPS100 quiza
presentaron un estrés oxidativo hepatico, por lo que se sugiere que la funcién principal
de las enzimas G6PDH y EM no fue generar reservas energéticas, sino producir
NADPH para disminuir el estrés oxidativo (Pérez Jiménez et al., 2009), ya que NADPH
puede actuar como un antioxidante para eliminar los radicales libres y posiblemente en
la reparacion de biomoléculas dafiadas (Kirch y De Groot, 2001) causados por una baja
disponibilidad de nutrientes y la presencia de FANs en las dietas generado por la alta
incorporacion del CPS, tal como se observé en el trabajo de Bafiuelos-Vargas et al.
(2014) en juveniles de T. macdonaldi al ser alimentados con 30 y 60% de CPS sin

taurina.

Por otro lado, las herramientas como la hematologia, quimica sanguinea e
histologia, son de gran utilidad para valorar el estado de salud relacionado al estado
nutricional de los peces de cultivo (Stockham y Scott, 2008; Hu et al., 2013). Dichas
herramientas fueron utilizadas en el presente estudio para el monitoreo de la salud de
los juveniles de T. macdonaldi al ser alimentados con distintos niveles de CSP, donde
se logré determinar que los niveles aceptables del sustituto proteinico estuvieron entre

15 y 45% de inclusion, de tal manera que al valorar los resultados de hematologia y
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guimica sanguinea en esos niveles de sustitucion se logré observar una similitud en los
distintos pardmetros con la DC, por lo tanto podria sugerirse que los peces mostraron
una buena respuesta en la digestion, absorcién y metabolismo de los nutrientes,
principalmente de la proteina dietaria suministrada, los cuales se reflejaron en los altos
valores de hematocrito, hemoglobina, albumina y proteinas totales principalmente,
sugiriendo asi mismo, una eficiencia de los hepatocitos para metabolizar los distintos
nutrientes, ya que sin duda al observar los cortes del tejido hepatico logramos observar
una similitud en el parénquima hepatico de la DC con las dietas CPS15-CPS45. No
obstante, deficiencia de nutrientes se reflej6 en una posibilidad de anemia causada por
los altos niveles de CPS que indujo a una deficiencia de hierro y de proteinas como se
mencioné con anterioridad, por lo que los organismos alimentados con las dietas
CPS60-CPS100 mostraron sefales de un deterioro en su salud, esto quiza esté
relacionado a una deficiencia nutricional (Meyer y Harvey, 2004; Jackson, 2007),
produciendo a su vez cambios histomorfolégicos en el parénquima hepético y
pancredtico en respuesta a la proteina alternativa, afectando a toda la actividad
metabdlica y generar en el higado una inmuno-deficiencia (Coz-Rakovac et al., 2005,
Iwashita et al., 2008). En este sentido, con los resultados generales de la presente
investigacion podemos sugerir que los juveniles de T. macdonaldi no estan
fisiolégicamente preparados para digerir y metabolizar niveles de sustitucion mayores a
45% de CPS, ya que muestran efectos negativos relacionados quiza al sistema
digestivo y metabdlico, lo cual conlleva a un deterioro en el desempefio y la salud de

los juveniles, no obstante, las mejores respuestas en el desempefio productivo,
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digestivo y metabdlico se observaron con inclusiones menores a 45% de CPS, niveles

gue pueden ser Optimos para el cultivo de la especie.
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[1.11.0. CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo a los resultados generados en la presente investigacion se
demuestra que la inclusién menor a 45% de concentrado de proteina de soya en las
dietas de juveniles de Totoaba macdonaldi mostré la mejor respuesta digestiva y
metabdlica, reflejando un mejor desemperio de los juveniles aunado un buen estado de
salud de los peces. Mientras tanto, los resultados obtenidos y con el modelo de linea
guebrada, se sugiere que los juveniles T. macdonaldi pueden tolerar el reemplazo de la
harina de pescado por CPS hasta un méaximo nivel del 34.17%. Quiz4, estos niveles de
inclusion podrian representar ideales para incorporarse en futuras dietas de totoaba
como especie con potencial acuicola en México y poder reducir los costos en los

insumos de los alimentos para la especie.

12.0. RECOMENDACIONES

» Los resultados sugieren que es importante equilibrar los requerimientos de
aminoécidos esenciales en dietas con sustituciones parciales para no presentar

signos de desnutricion y afectar el desarrollo de los juveniles de T. macdonaldi.

» Es recomendable realizar estudios de digestibilidad in vitro de las harinas
alternativas de proteina, para poder garantizar buenos resultados cuando se les

proporcione a los juveniles de T. macdonaldi a nivel experimental.

> Se sugiere hacer evaluaciones de las respuestas de estrés oxidativo hepatico
para poder comprender la respuesta del metabolismo intermediario ante

deficiencias nutricionales causadas por ingredientes alternativos.

» La histologia es una herramienta Gtil en el monitoreo de la salud de los
organismos cuando son sometidos a dietas experimentales, generando
informacion del estado nutricional de los organismos, por lo que se sugiere
seguir realizando estudios a nivel histolégico del sistema digestivo para lograr
evaluar el efecto que conllevan los diferentes sustitutos proteinicos, mas aun, si

se trata de ingredientes de origen vegetal.
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