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Resumen de tesis para obtener el grado de Dr. En Ecologia Molecular y Biotecnologia que
presenta Fernando Barreto Curiel como requisito parcial para su titulacion en la Facultad
de Ciencias Marinas. Ensenada Baja California, México. 2018.

“Determinacion de la retencidn y enrutamiento de aminoacidos dietarios en peces marinos,
mediante analisis isotdpico por componente especifico”

Resumen aprobado por:

Dra. Maria Teresa Viana Castrillon

La proteina es uno de los ingredientes mas importantes en la formulacién de peces carnivoros
marinos, llegando a incorporarse al rededor del 50% en dietas balaceadas. Este mismo nutriente
tiene la caracteristica de ser el mas costoso, respecto a las necesidades nutricionales de los peces.
Por ello, se han realizados diferentes investigaciones en sustitucion de proteina marina por proteinas
vegetales, proteinas animales o subproductos terrestres. Sin embargo no se han obtenido resultados
contundentes en la reduccion de proteina o aumento en la eficiencia proteica. Esto se pudiera deber
a que se formula a porcentaje de proteina y no a las necesidades aminoacidicas requeridas por los
organismos. En otras palabras esto es llamado proteina ideal, donde todos los aminoacidos (AAS)
se vuelven limitantes, tanto los esenciales (EAAS) como no esenciales (NEAAs). Por ello, el
objetivo de este trabajo fue elucidar aquellos AAs que pudieran ser limitantes y aquellos que
posiblemente pudieran estar siendo utilizados como fuente energética, mediante la técnica de
isotopos estables por componente especifico. En general se realizaron tres experimentos, uno en
jurel (Seriola lalandi) en inanicion y dos experimentos con variaciones en la disponibilidad y
digestibilidad de la proteina en Totoaba (Totoaba macdonaldi). En los experimentos se estimé la
pérdida o ganancia en peso, eficiencia alimenticia, supervivencia, proximales de pez completo,
andlisis isotdpicos en masa y por componente isotopico (aminoécidos). En el Experimento I, los
organismo fueron muestreados en higado y musculo cada 0,2,4,6,9,12,15,20,25,30 y 35 dias,
mientras que en el Experimento 2 y 3, a los 0,15, 30,45 y 60 dias. En inanicidn el jurel presento una
pérdida de biomasa de 26.0+ 9 g respecto a su peso inicial. EI contenido de lipidos crudos en
higado y musculo se observé una reduccion del 50% en ambos tejidos. Sin embargo, el analisis de
acidos grasos (AG) mostrd, que los organismos en inanicién conservaron los PUFAs y LC-PUFAs
en alta proporcion, utilizando preferentemente los MUFA’S como fuente energética, alcanzando
una pérdida del 40% tanto en higado como en musculo, respecto al inicial. De acuerdo al valor
isotdpico obtenido en masa para miisculo en §°C, §"°N 'y por aminoacidos (8'°N), no se observaron
diferencias significativas, por lo que la sintesis proteica no es elucidada durante un proceso de
inanicion. Mientras que en el higado, los incrementos en el valor isotépico en masa de 5°C y "N,
indicaron que la tasa metabolica de proteinas y lipidos aumentan considerablemente, mostrando
diferencias significativas para el dia 20 y 4 (respectivamente). Los aminoacidos (AAs), tales como
Ala, Asp, Glu, Pro, lle, Leu y Val, mostraron diferencias significativas respecto a los organismos



iniciales. Sin embargo la Lys, Met, Phe y Gly, no mostraron diferencias en los 35 dias de inanicién.
Por lo cual se puede sugerir que estos AAs no participan en el metabolismo energético del jurel. En
el Experimento 1l, se formularon cuatro dietas isoenergéticas con diferente contenido proteico (400,
430, 460 and 490 g kg™ DM), variando los lipidos y carbohidratos en cada una de ellas. En
Experimento Il1, se formularon cuatro dietas isoproteicas, isolipidicas y la misma contribucion de
carbohidratos, dejando indigestible una porcién de proteina tratada con formaldehido, obteniendo
un contenido digestible de 380, 420, 460 and 490 g kg* DM. En ambos experimentos los
organismos obtuvieron diferencias significativas en crecimiento y se observé que entre mayor
proteina disponible o digestible en la dieta, mayor fue su crecimiento. Sin embargo no presentaron
diferencias significativas en la tasa de eficiencia proteica (PER), para ambos experimentos y entre
tratamientos, mostrando un PER promedio de 2.0+ 0.1. En la composicién proximal de los
organismos finales del Experimento Il, mostr6 diferencias significativas sélo en el contenido de
proteina cruda, donde entre mayor proteina incluida en la dieta, mayor fue el contenido proteico en
el organismo. Este comportamiento no se presentd en el Experimento 11, ya que no se observaron
diferencias significativas en el contenido de proteina cruda ente los cuatro tratamientos, pero si en
lipidos y cenizas. En general los factores de enriquecimiento isotopico en masa (A8**C, A™N),
mostraron incrementos y diferencias significativas con forme aumenta la proteina disponible y
digestible en los tratamientos, tanto en higado como en musculo. Con los resultados obtenidos en
los enriquecimientos isotdpicos, se puede sugerir, que si bien, los organismos crecieron mas
conforme aumento la proteina, estos fueron menos eficientes en utilizarla y posiblemente destinada
a gasto energético. Estas observaciones no se pudieron ver en el PER, por ello se puede afirmar que
los andlisis de isotopos en masa, son mas informativos respecto al uso de los nutrientes disponibles
en las dietas. Estas aseveraciones pueden ser corroboradas con los resultados obtenidos en
los analisis de is6topos por componente especifico, en donde, los factores de
enriquecimiento isotopico por aminoacido incrementaron con forme aumenta la proteina en
las dietas. En Experimento 1, los AAs mayormente enriquecidos fueron mostrados en el
tratamiento de 49% de proteina, donde la Glu en higado y Ala musculo, mostraron un
enriquecimiento isotopico de 9.37%o and 9.0%., respectivamente. Un comportamiento
similar fue obtenido en el Experimento 111, donde algunos AAs como Ala, Asp, Glu y Val
fueron enriquecidos de 6 to 9 %o. Sin embargo la Lys, Met y Phe también presentaron un
enriquecimiento significativo. Con estos resultados se pudiera sugerir que estos EAAS son
utilizados como fuente energética y se encuentran en mayor concentracion de la requerida
por los organismos en los cuatro tratamientos.
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Introduccion General

La calidad de la proteina esta determinada por varios factores. Entre ellos, el perfil de
aminoacidos (AAs) presente y su digestibilidad o disponibilidad para el organismo
consumidor. Factores que se encuentran asociados directamente con la capacidad de
absorcidn, asimilacién y retencion (Martinez-Montafio et al., 2010). En este sentido, se han
desarrollado experimentos en nutricién animal que estiman la capacidad de retener la
proteina con respecto a la relacion entre lo ingerido y lo que se retiene en forma de
crecimiento (eficiencia proteica) (Hernandez et al., 1996). En peces esta estimacion es, por
lo general, complicada ya que la estimacion la ingestion en un ambiente acuatico no
siempre puede hacerse con exactitud. Medicidén que sirve para estudios enfocados a la
utilizacién y retencion de los AAs presentes en la dieta. Se sabe que es posible disminuir el
porcentaje de proteina en el alimento a través de enriquecerlo con algunos de los AAs
limitantes, dando asi una respuesta similar a las dietas altas en proteina, sin afectar el
crecimiento. Bajo este principio se cred el concepto de formulacion a “proteina ideal”;
cuya version inicial se baso en encontrar el punto en donde los AAs esenciales llegaran a
ser limitantes (Fuller et al., 1989). Mientras que el concepto moderno integra también a los
esenciales y no esenciales cuando llegan al punto de ser limitantes (Gémez-Requeni et al.,
2004; Yamamoto et al., 2005; Gaylord &Barrows 2009; Milgen & Dourmad, 2015).

La proteina estd compuesta por 20 amino&cidos; las definiciones convencionales

sobre AAs esenciales y no esenciales radican en la capacidad de ser sintetizados o no por el
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propio organismo, y se diferencian de aquellos que se denominan limitantes como aquellos
que en caso de no estar presentes en una cantidad definida limitan el crecimiento. Los AAs
esenciales y limitantes, suelen ser los mismos para todas las especies animales aunque
difieren en los niveles requeridos. Estos sélo pueden ser sintetizados por organismos
autotrofos o quimioautétrofos, tales como, plantas y bacterias. Los AAs pueden
descomponerse en metabolitos, en donde ambos juegan un papel importante como
reguladores de rutas metabdlicas clave para el crecimiento, utilizacion de nutrientes,
inmunidad, metamorfosis larval, reproduccién, mantenimiento, resistencia a agentes de
estrés en el ambiente, y organismos patdgenos (Li et al., 2008; Wu, 2009). En peces, por
ejemplo, Li et al. (2008) establecieron que existen AAs que sin estar considerados como
esenciales, tales como la glutamina, glicina, prolina e hidroxiprolina, intervienen
directamente en promover el crecimiento, desarrollo, y salud de los animales acuaticos.
Incluso, la taurina que es un metabolito derivado de la cisteina y metionina (Fig. 1), es
considerado limitante y esencial para algunas especies (Takagi et al., 2008; Nguyen et al.,
2013; Bafuelos-Vargas et al., 2014). Dada la importancia de los AAs en los procesos
metabdlicos en los organismos acuéticos, es imperante estimar la retencion, y mas adn, a
aquellos que estan siendo utilizados como energia, para formular de manera precisa a los

requerimientos de los peces resultando en una mayor eficiencia proteica.
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Figura 1. Esquema simplificado de la produccion de la taurina a partir del
metabolismo de dos aminoéacidos (metionina y cisteina) en ratones. (Ueki et
al., 2012)

En general, los AAs son sintetizados a partir de rutas especificas, las cuales
pueden ser complejas. Los AAs no esenciales (AANE) se sintetizan a través de un nimero
de reacciones simples. Por ejemplo, la alanina y el aspartato son sintetizados en un solo
paso desde el piruvato y oxaloacetato, respectivamente. Mientras que AAs esenciales
(AAE) como la arginina presenta 10 pasos para su formacion de novo. En general, los

AAES requieren un minimo de cinco a 16 pasos (Figura 2; Stryer et al., 1995).
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Figura 2. NUmero de pasos en la biosintesis de aminoacidos esenciales y no esenciales
(Berg et al., 2002).

Las rutas relacionadas para la produccion de estos compuestos son el ciclo del
acido citrico y la glucolisis (Fig. 3). Dentro del ciclo del &cido citrico se sintetizan cinco
AAEs (lisina, arginina, metionina, treonina e isoleucina) y cinco AANEs (acido aspartico,
acido glutamico, glutamina, prolina, y asparagina). En dicha ruta existen dos moleculas
como intermediarias, la o—ketoglutarato y oxaloacetato, que éstas a su vez, proporcionan
los 10 AAs por medio de enzimas especificas (transaminasas). [Este proceso de
transformacion se conoce como transaminacion, en donde el grupo amino es transferido de
un AA donante a un oa-cetoacido. Un ejemplo simple de este tipo de reaccion es la
formacion del glutamato, el cual se forma a apartir de un a-cetoglutarato + amonio no
ionizado para producir glutamato por la accion de la enzima glutamato deshidrogenasa

(Salamons, 1988).
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El resto de los AAs son derivados del rompimiento de glucosa (glucdlisis) donde
el esqueleto de carbono de esta molécula forma parte del AA. Una de las primeras
reacciones en cascada dentro de la glucdlisis es la generacion del piruvato, que a su vez, por
medio de la transaminacion, se producen la alanina, valina y leucina (Stryer, 1995).
Considerando que para los ultimos dos mencionados, se llevan a cabo una serie de rutas
enzimaéticas de transformacion para llegar a ellos.

Otro producto del la glucdlisis es el 3-fosfoglicerato, el cual puede ser utilizado
para sintetizar la serina mediante una transaminacién, a través de la enzima serina
hidroximetil transferasa. En donde, a través de una reaccion bidireccional, se pueden
sintetizar la glicina y serina. La glicina también puede ser producida directamente a través
de la glicina sintetasa a partir de una molécula de CO, (dioxido de carbono) y NH3; (amonia
no ionizada). La cisteina puede ser sintetizada apartir de la serina, sustituyendo el grupo
hidroxil con un &omo de sulfuro; el cual a su vez, se puede obtener a partir de la metionina
creando asi la cisteina (Lehninger. 1975; Devlin. 2006).

Los AAs aromaticos, fenilalanina, tirosina y triptéfano son sintetizados a partir del
fosfofenolpiruvato a través de una transaminacion (Stryer, 1995). Sin embargo, la tirosina
también se puede sintetizar a partir de la fenilalanina por hidroxilacion directa. Esto ocurre
solo en organismos que no pueden sintetizar de novo, desde el fosfofenolpiruvato (Devlin,

2006).

15



citric acid cycle glycolysis

3-phosphoglycerate pyruvate
] v . ||. . .
serine alanine valing eucine
a-ketoglutarate oxaloacetate
l, ) " ) cystine glycine
glutamic acid aspartic acid
pentose phosphate pathway
‘ b I lysine
glutamine ‘ argmme methionine
: threonine : - .
I‘. asparagine phosphoenolpyruvate ribose 5-phosphate
profine erythrose 4-phosphate
isoleucine

) - histidine
tryptophan
phenylalanine

* tyrosine

Figura 3. Resumen de las rutas anabdlicas de sintesis de aminoacidos. Los
aminoacidos de color naranja, son aquellos aminoacidos que son
considerados esenciales para organismos secundarios en adelante (Ellis,
2012). La arginina es esencial en organismos acuaticos en todas sus etapas,
mientras que en el humano so6lo en etapas de crecimiento.

Si bien son conocidas las rutas metabdlicas de la mayoria de los AAs, el estudio
sobre los requerimientos totales en el organismo, es complejo y existen variaciones amplias
en el estudio para sus requerimientos. Esto se debe a que los requerimientos de los AAs en
peces se estudian tradicionalmente, de acuerdo a la proporcion en la que se encuentran en el
organismo, y no respecto a la proporcion en la cual los AAs que son utilizados en
crecimiento y mantenimiento de los organismos (Cowey, 1994). Entre otros factores que
pueden afectar la estimacion de los requerimientos estan: la calidad de agua, flujo de
cultivo y densidad de experimentacion; ya que esto genera un cambio en el desempefio
fisiolégico de los organismos (Kim et al., 1992). Ademaés de factores internos como una
formulacién alimenticia errénea, la cantidad de proteina proporcionada, la digestibilidad del
alimento (Martinez-Montafio et al., 2010), o bien, en su energia neta. La digestibilidad de

la proteina radica directamente en la disponibilidad de los AAs, es decir, aquellos que al ser
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ingeridos se encuentren disponibles para ser absorbidos a través de los enterocitos. Existen
diferentes técnicas que involucran el uso de marcadores para medir la digestibilidad. La
mas comun es la estimacion de la digestibilidad aparente, que involucra el uso de
marcadores no digestibles, los cuales sirven como parametro de estimacion en el nivel de
concentracion de los mismos entre la dieta y las heces, y que por diferencia nos indica lo
que fue absorbido. Como requisito fundamental, un marcador no debe absorberse ni
retenerse dentro del tracto intestinal. Estos marcadores pueden ser internos (que provengan
en la materia organica del alimento), o bien externos y que tengan que ser agregados en una
proporcién conocida. Se llama aparente ya que no considera la pérdida de los productos
exogenos, por lo cual la digestibilidad es subestimada. A diferencia, en la digestibilidad
verdadera, se consideran los productos organicos perdidos a través de las heces que no
provienen del alimento. Esta dltima requiere calcular la pérdida enddgena alimentando al
organismo con una dieta libre del nutriente que se desea medir, ademas de medir el total del
alimento ingerido y el total de las heces producidas. Por ello es mas complicada su
estimacion y se reporta cominmente la digestibilidad aparente.

Existen también técnicas especializadas que permiten determinar la composicién
elemental de los alimentos ingeridos en diferentes segmentos del tracto digestivo para
estimar su aprovechamiento. Estas técnicas requieren el monitoreo mediante la canulacion
de fistulas al hacia las regiones internas de los organismos utilizando tubos que las conecten
con el exterior (Conover, 1966; Bordner et al., 1983; Quinn, 1986; Goodman-Lowe et al.,
1999; Drazen et al., 2007;), lo cual seria complejo en los organismos acuaticos. Por otro
lado, también es posible medir la proporcion de productos asimilados (productos retenidos)
con relacion a los ingeridos, mediante el uso de nutrientes marcados radiactivamente. Por

ejemplo, Conceicdo et al. (2003) realizaron un estudio con larvas de peces (Solea
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senegalesis y Diplodus sargus) utilizando el isétopo de carbono radiactivo (**C),
demostrando que las larvas tienen una alta capacidad de discriminar entre AAs, asi como
también marcar la eficiencia de retencién entre AAE y AANE. Estos autores obtuvieron
que las larvas tienen una mayor retencion de los AAE en un ambiente de inanicion, cercana
al 60%, y que los AANE son preferentemente usados como fuente energética.

Otra técnica que en los ultimos 10 afios se ha aplicado en el campo de la nutricion,
son los is6topos estables. Los isétopos son representados por los tipos de atomos de un
mismo elemento pero con diferente masa atomica atribuible a un diferente nimero de
neutrones en el nucleo. A diferencia de los radioactivos, éstos son estables, y pueden
mantenerse por mayor tiempo. Los isotopos radioactivos tienen la facilidad de ser
analizados facilmente con contadores de centelleo, mientras que los estables sélo se miden
a través de la cuantificacion proporcional de la masa que los compone. Para esto, se
requiere de una metodologia complicada con el uso de equipo con alta precision como el
espectrometro de masas para relacion isotopica (IRMS por sus siglas en inglés) para cada
elemento. A diferencia de los is6topos estables, en los is6topos radioactivos se utiliza el
espectrometro de centello, el cual detecta la luz que es emitida por los &tomos de un mismo
elemento proveniente de isotopo radioactivo. Si bien este equipo es menos complicado y
accesible, el uso de is6topos radioactivos por su naturaleza, pueden representar un riesgo
para la salud, por lo que se requiere de laboratorios especializados y cierta normatividad en
la certificacion.

El uso de isétopos estables en estudios de asimilacion o retencion, es una técnica
nutricional alternativa sin riesgo, no invasiva y en la que la razén (Ej. **C/**C) de cambio
de los is6topos contribuyentes en cierto tejido puede utilizarse para determinar la

contribucion de distintas fuentes nutricionales, e incluso permite definir las contribuciones
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de lipidos, proteinas y sus respectivas unidades monomericas . Esto se lleva a cabo cuando
se suministran dietas control conteniendo un solo tipo de nutriente de interés y mezclas de
ingredientes en distintas dietas, para eventualmente comparar los cambios isotopicos
obtenidos en el tejido de los organismos a través del tiempo, utilizando modelos
matematicos (Gamboa-Delgado & Le Vay, 2009). La trazabilidad de los ingredientes en
los alimentos formulados, como por ejemplo la harina de soya, maiz, trigo, y subproducto
de ave, puede ser rastreada en comparacion a la harina de pescado debido a que la razén
isotopica (valor isotopico) de cada uno de ellos, es distinta. La huella isotdpica que contiene
cada uno de los ingredientes se debe a su procedencia, ya sea por factores ambientales de
donde son extraidos y su localizacion en el planeta o por sus habitos alimenticios. Con esta
técnica se puede trazar directamente la incorporacion de los flujos de carbono y nitrégeno
que estan presente en un alimento formulado o en presas vivas (Jomori et al., 2008; Gao et
al., 2006, 2011). Brindando asi, una historia nutricional de la asimilacion o retencion de
sus nutrientes (Phillips & Gregg, 2003; Yokoyama et al., 2002). El uso de este método se
basa en el supuesto de que los valores de is6topos en los tejidos de los organismos
consumidores reflejan los valores isotopicos de sus dietas, a lo que se le llama “equilibrio
con su dieta” dejando su huella isotopica en un tiempo determinado (recambio isotopico).
La cual en la naturaleza puede cambiar en el tiempo debido a variaciones en la dieta, estado
nutricional, requerimientos nutricios, disponibilidad e incluso calidad de la dieta (Fry,
2006). El recambio isotopico esta influenciado entre y dentro de una misma especie debido
a variaciones en las tasas de crecimiento, tasa de recambio proteico, requerimientos
energéticos y el metabolismo de proteina, asi como por variables ambientales. Es
importante considerar que la mayoria de los estudios que utilizan la tasa de recambio

isotopico se han enfocado en peces pequefios, los cuales tienen una tasa de crecimiento
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especifica alta, obteniendo un equilibrio isotopico rapido con su dieta, (enriquecimiento por
crecimiento o dilucién) con un minimo efecto del metabolismo (Bosley et al., 2002;
Witting et al., 2004; Herzka, 2005).

Por la naturaleza de la materia organica, los is6topos estables que se pueden detectar
son el *C, N, s, 0 e ?H. Sin embargo, por su abundancia, han sido los del *C y *°N
los més utilizados, aunque estudios recientes se han ayudado del 0 e ?H para estudios mas
precisos. Estos estudios han sido ampliamente aplicados en ecologia, para comprender los
movimientos migratorios de las especies, rastreo de fuentes alimenticias, estimacion de
niveles tréficos, entre otros (Barnes & Jennings, 2007; Guelinckx et al., 2008; Chikaraishi
et al., 2007, 2009, 2015; Germain et al., 2013).

Como se menciond arriba, los isétopos mas estudiados debido a su abundancia
relativa en la materia organica, son los is6topos del nitrdgeno (cuyos valores se expresan en
notacion delta, 8"°N) y el carbono (5'°C) (Barnes & Jennings, 2007). La estimacion de
ambos apoya diversas herramientas para seguir los flujos de nutrientes desde las fuentes
troficas hasta los organismos consumidores (Michener & Schelle, 1994). Las unidades
utilizadas para expresar la razon isotdpica en los is6topos estables, son partes por mil (%),
esta notacion se obtiene de la razon del is6topo pesado/ligero, respecto un estandar de
laboratorio (como ejemplo, Nitrégeno atmosférico para §°N y PeeDee Belemnite (PDB)
813C ) expresadas en delta (8), por ejemplo, *°N.

Aparte de estudiar los valores isotdpicos promedio 0 componentes en masa de una
muestra (bulk en inglés), en afios recientes se ha desarrollado el andlisis isotépico de
componentes especificos, una vez que la materia organica ha sido separada

cromatograficamente antes de su ingreso al IRMS, por componente, ya sean aminoacidos
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en el caso de la proteina o acidos grasos en el caso de la grasa. Esta técnica incrementa la
especificidad de estudios dietarios y brinda un mayor entendimiento en el uso y
enrutamiento de los aminoacidos (Fantle et al., 1999; Chikaraishi et al., 2009; McMahon et
al., 2010; Germanin et al., 2013; Miura and Goto, 2012; Chikaraishi et al., 2015; McMahon

etal., 2015).

Para estimar el nivel de retencion de los alimentos, se han desarrollado modelos
matematicos que permiten estimar el aporte relativo de las diferentes fuentes (nutrientes) de
un organismo dado (consumidor), dando a conocer la proporcion asimilada de cada fuente
en el tejido de estudio (Philips y Koch, 2002). También existen modelos que nos permiten
distinguir entre el recambio isotopico por crecimiento (K) y la tasa de recambio metabdlica
(m) (Hesslein, 1993), misma que es utilizada para calcular mediante el modelo de Tieszen
et al. (1983) el tiempo de equilibrio isotdpico entre un organismo y su dieta (Tso.95). De
igual manera, la tasa metabdlica es utilizada para determinar la proporcion de energia que
se va al metabolismo y al crecimiento. El modelo Tiempo-Base de Hesslein et al. (1993) es
uno de ellos, el cual ha sido ampliamente utilizado para cuantificar la tasa metaboélica de
diferentes tejidos. Este modelo ha sido utilizado para determinar que el higado es el tejido
con mayor tasa metabodlica con relacion al muasculo, corazon y branquias en diferentes
organismos (Guelinckx et al., 2007; Xia etal., 2013; Xia et al., 2015; Mohan et al., 2016).
Al cuantificar la tasa metabolica (m), se puede tambien estimar el tiempo de recambio
isotopico respecto a la dieta dada (modelo de Tieszen et al., 1983). Asi como también la
proporcion del enriquecimiento isotopico derivado del metabolismo (Pm) y  del

crecimiento (Pg) (Xia et al., 2013; Xia et al., 2015).
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La proteina es el Gnico grupo de moléculas orgéanicas que contiene nitrégeno en las
dietas balanceadas, por lo que todas las inferencias sobre los isotopos del §°N nos llevan a
estimar lo relativo ha dicho nutriente. Mientras que el del 8**C nos muestra el nivel de
movilizacion entre lipidos y carbohidratos (McMahon et al., 2010). Sin embargo, ya que la
proteina esta conformada por AA, hoy en dia es posible estimar las relaciones isotopicas
del 8*°N para cada AA. Esto se logra mediante una adecuacién de la técnica del IRMS, en
donde los AA son separados mediante cromatografia de gases antes de ser incorporados al
espectrometro de masas por relaciones isotopicas (por componentes especificos, CSIA, por

sus siglas en inglés).

El rastreo y enriquecimiento de los AA por componente especifico nos permite
determinar su nivel de utilizacion por medio del enriquecimiento de cada uno de ellos. Esto
como reflejo de su participacion en los procesos metaboélicos, y corresponden a una serie de
funciones importantes, que no pueden ser cuantificadas con un simple analisis de AA. Una
de las diferentes funciones de los AAs es la osmoregulacion, proceso que utiliza ciertos
AAs en el interior de las células para compensar la concentracién idnica del medio externo
(Zhang et al., 2006; Takeuchi, 2007). También, los AAs son clave en ciertas rutas
metabolicas para el mantenimiento de las funciones primordiales como la regulacién del
crecimiento, inmunidad, metamorfosis larval, reproduccion, asi como para la resistencia a

ambientes sujetos a estrés y a organismos patogénicos (Li et al., 2008).

Dentro de la clasificacion de AA por componente isotdpico especifico, se les conoce
en general como “AA fuente” a los esenciales (AAE), pues son obtenidos a través del
alimento, a diferencia de los “tro6ficos” que pueden cambiar y corresponden en su mayoria a

los AANE. Esta terminologia, si bien es burda, es utilizada para describir las cadenas
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tréficas en los estudios de ecologia (Popp et al., 2007). Por ejemplo, algunos AAs fuente,
como la lisina, fenilalanina, tirosina o metionina, se cree que sufren poca o0 ninguna
transaminacion en los consumidores. De tal forma que pueden proveer una aproximacion
directa para los valores de 8°N en la base de las cadenas alimenticias. En contraste, los
AA tréficos constituyen la parte medular del reciclamiento del nitrégeno dentro y fuera del
reservorio de AA, como por ejemplo, la alanina, acido glutdmico, y acido aspartico, por lo
que estan fuertemente enriquecidos en &N respecto a la dieta. El hecho de que los AAE y
AANE muestran un enriquecimiento en isétopo pesado del nitrégeno (*°N) relativo a los
AA de la dieta, forma la base para el uso de analisis de is6topos por componente especifico.
Mismo que es utilizado para estimar el nivel trofico en las cadenas alimenticias o bien el
factor de enriquecimiento isotopico en el crecimiento de los estudios en nutricion animal
(McClellan & Montoya 2002; Chikaraishi et al., 2009; McMahon et al., 2010). Para
estimar el nivel tréfico de un organismo, es necesario conocer el valor isotopico del acido
glutdmico y la fenilalanina en un organismo (Chikaraishi et al., 2009). Estos dos
aminoacidos son comunmente utilizados como indicadores ya que el acido glutdmico es un
aminoacido donde la transaminacién ejerce un valor alto en el fraccionamiento tréfico,
mientras que la fenilalanina, por lo regular, no participa en reacciones de transaminacion,
(Campell et al., 2005). La mayor parte de la fenilalanina disponible en la dieta, se
incorpora y es utilizada y transformada a tirosina por lo que no hay un enriquecimiento
isotopico, ya que es casi nula su sintesis a partir de la glucosa (Fig. 2). Otro de los factores
que contribuye al fraccionamiento minimo de este aminoacido, es que es utilizado como

neurotransmisor y no en rutas metabolicas (Devlin, 2006).
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En estudios de nutricién, la interpretacion de los andlisis de isétopos estables por
AA tiene el potencial de proveer informacién més detallada acerca de la dieta (Popp et al.,
2007). Los AAE o fuente, estan catalogados como trazadores isotopicos confiables, ya que
no varian en gran proporcion con la sefial de la dieta ingerida. Esto se debe a que presentan
un fraccionamiento menor (Fig. 4) para ser directamente retenidos como crecimiento.
Mientras que los AANE o tréficos se encuentran mayormente enriquecidos ya que son
utilizados como fuente de energia (ciclo de Krebs), ademéas de ser precursores de otros

amino&cidos. Estos dos procesos se llevan a cabo a través de la desaminacion y

transaminacion de aminoécidos (Fantle et al., 1999; McMahon et al., 2010; Chikarasishi et

al., 2009; Lorrain et al., 2009).
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acido tricarboxilico (TCA) con relacion a otros procesos metabdlicos. Las lineas
representan las rutas del fraccionamiento isotopico. Aminoéacido total hidrolizable
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(THAA) en conjunto con la relacién C:N como medicion de la calidad proteica (Fantle
etal., 1999).
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Antecedentes

La utilizacion de la técnica de isétopos estables aplicados en organismos acuaticos
cultivados se reporta por primera vez en 1983 gracias a Schroeder (1983a,b). Sus estudios
permitieron determinar flujos de nutrientes mediante el analisis de las proporciones entre
los isotopos estables del C y del N en la dieta con relacion a lo estimado en los distintos
tejidos corporales. Este aporte es ampliamente aceptado dentro de la comunidad cientifica
y ha facilitado la estimacion de la retencion de nutrientes de manera eficiente y precisa
(Schlechtriem et al., 2004; Foken, 2008).

En México, uno de los organismos modelo utilizado para el estudio de la retencion
de nutrientes mediante el uso de is6topos estables es el camaron blanco. Gamboa-Delgado
&Le Vay (2009) probaron dos dietas isoenergetécas e isoprotéicas, las cuales contenian 46
y 23% de proteina. Cada una de estas dietas tenia una sustitucion de 0, 50, 90 y 100% de
harina de soya por harina de pescado, para poder evaluar la contribucion de cada una de las
harinas en el masculo del organismo. Mediante un modelo de mezcla concluyeron que la
harina de pescado era favorablemente retenida en un 69%, en dietas que contenian una
mezcla de harina de pescado con soya (50:50).

Posteriormente Gamboa-Delgado et al. (2013), realizaron un experimento donde
utilizaron la harina de pescado, harina de soya y gluten de maiz en diversas proporciones,
observando que el nitr6geno proveniente de la harina de maiz era mayoritariamente
incorporado. Atribuyendo esta mejor respuesta a la alta concentracion de fenilalanina
encontrada en el gluten de maiz.

Se tiene evidencia de que las tasas de recambio metabdlico/isotdpico son diferentes

entre tejidos (Heady & Moore, 2013; Xia et al., 2015). De tal manera que en un estudio
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con la carpa herbivora (Ctenpharyngodon idellus) se encontr6 que el recambio metabolico
obedecié a una secuencia (de menor a mayor) entre branquia<musculo<higado, lo que
corresponde a diferencias en la actividad metabolica entre los tejidos. La contribucion a
largo plazo de las tasas de recambio isotopico del nitrogeno derivado del metabolismo en
dicha especie fue mayor para el higado (70 al 77% de la contribucion metabolica) y
derivado de crecimiento fue mayor para las branquias (86 al 90% de contribucion de
incremento de tejido neto). Un factor que podria explicar la diferencia en retencion del *°N
entre tejidos es la variacion de los perfiles de aminoécidos para cada tejido. Por otro lado,
el valor de *°N de los diferentes aminoacidos varia generalmente de forma significativa, lo
que resulta en diferencias en el fraccionamiento isotopico entre tejidos (Xia et al., 2013).
Una respuesta similar en el recambio isotépico del nitrégeno en diferentes tejidos ha sido
observada en juveniles de un goébido de arena (Pomatoschistus minutus) en donde se
encontrd que el recambio isotopico obedece a una secuencia de musculo<corazén<higado,
organos en los cuales se obtuvo una vida media de 27.8, 26.6 y 2.8 dias respectivamente
(Guelinckx et al., 2008).

Hasta la fecha, la técnica de is6topos estable por AAs ha sido utilizada para
determinar la estructura de la red alimenticia, migraciones y nivel trofico al cual pertenece
cada especie. Lo que ha contribuido a un mayor entendimiento de los ecosistemas
complejos y suministrando mayor informacion acerca de la fisiologia y bioguimica de los
organismos (Germain et al., 2013).

Chikaraishi et al. (2009) estudiaron la sefial isotopica del N de cada aminoécido en
17 organismos foto-autétrofos y su relacion trofica durante cuatro experimentos
controlando su alimentacion, utilizando algas verdes (autotrofos), zooplancton y peces.

Dichos autores encontraron resultados consistentes a los ya reportados en otros estudios,
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concluyendo que el método por AAs puede ser aplicado a cualquier tipo de organismos.
También demostraron que el fraccionamiento de la fenilalanina es el mas bajo, lo cual se
observa en todas las especies, con valores de hasta 0.4%o mientras que mayores
enriquecimientos se dan en la glutamina, glicina y alanina (8%o).

MacMahon et al. (2010) realizaron un estudio para conocer el fraccionamiento de
carbono de los AAs en musculo del pez momia (Fundulus heteroclitus) utilizando cuatro
dietas con diferente origen y contenido proteico (Vegi-pro 8%, Bio-vita 53%, Calamar 69%
y almeja 71%). Los resultados en el enriquecimiento isotopico del &C entre el
consumidor y la dieta reflejan un gran fraccionamiento trofico para muchos de los AANE y
poco o nulo fraccionamiento para AAEs. De igual forma los valores §°C no fueron
diferentes entre la dieta y el consumidor. Con base en sus resultados de A**C de los AANE,
los autores afirman que se presento tanto sintesis de novo y un enrutamiento directo de los
is6topos de la proteina de la dieta. Sin embargo, en este tipo de estudios, la variacion en los
patrones de fraccionamiento isotopico pueden deberse a que se estudian dietas con diferente
composicion proteica que seguramente variard en la disponibilidad de AA para su
absorcion (digestibilidad), que involucran también la gran diversidad del reservorio de
carbono de sus fuentes.

En la actualidad se ha visto que en el proceso de transaminacion del acido glutamico
y acido aspartico genera un fraccionamiento de hasta 8% durante los cambios en los
niveles troficos de la red alimentaria. De tal modo que el 86% de este 8%o es causado por
el metabolismo durante el proceso de desaminacion y transaminacion en animales
heterotroficos. Motivo por lo que hoy en dia se ha estimado hipotéticamente que el

fraccionamiento del nitrégeno ocurre en asociacion con el metabolismo del &cido
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glutdmico. Sin embargo, pocos estudios se han realizado para investigar este

fraccionamiento isotdpico en este proceso (Miura & Goto, 2012).

Chikaraishi et al. (2015), cuantificaron el factor de discriminacién tréfica (A*®N) en la rana,
Bufo japonicus, las cuales fueron alimentados con tres distintas dietas. Dos dietas
experimentales formuladas con base a gusanos vivos y arroz blanco cocido; una de ellas
con proteina alta y carbohidratos bajos y la segunda al contrario; proteina baja y
carbohidratos altos, utilizando una tercera dieta comercial como referencia. Dichos autores
observaron que dos de los AAE o fuente, metionina y fenialanina, no resultaron en un
enriquecimiento isotépico en el tejido del organismo con ninguna de las tres dietas
experimentales, alcanzando un valor de 0.3 a 0.5 %o. Sin embargo, el AN fue mayor en
los AA tréficos, tales como la alanina, valina, leucina y acido glutamico, variacién que se
pudo relacionar a la dieta proporcionada. No obstante, el &cido glutdmico presenté el
mismo factor de enriquecimiento de 8%o con las dietas altas en proteina, pero con la dieta
de arroz presentd un A™N de 0.6%o. Lo anterior sugiere que el factor de discriminacion
trofica del nitrégeno esta estrechamente relacionado con el contenido proteico del alimento,
y por supuesto, del crecimiento. Es decir, entre menor proteina, menor el factor de
discriminacion tréfica dado por un menor uso de la proteina como energia metabélica (Fig.

5).
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Figura 5. Efecto del contenido proteico en el factor de discriminacién troéfico en la
rana, Bufo Japonicus. Tomado de Chikaraishi et al., 2015.

Bajo este mismo esquema, en nuestro laboratorio se han realizado distintos
experimentos con enfoques nutricionales (Badillo-Zapata et al., 2014, 2016). En donde
mediante modelos de mezcla de dos fuentes y un is6topo se observo, la retencion
diferencial entre las fuentes proteicas utilizando a la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
y totoaba (Totoaba macdonaldi). En ambos experimentos se obtuvieron respuestas del
efecto de la sustitucion de la harina de pescado (HP) por harina de sub-producto de ave
(HSA), obtenido los mejores indices bioldgicos en una combinacion de fuentes proteicas de
33-66 (HP-HSA). En cuanto al factor de enriquecimiento isotépico (A®N) se mostré un
comportamiento distinto entre ambas especies, dado que para trucha, alcanzé un

enriquecimiento de A™N=1%, y la totoaba de A™N=3.6%,. Si consideramos que el factor
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de enriquecimiento isotopico en nitrégeno es la suma de los procesos metabdlicos de los
organismos (anabolismo y catabolismo), se puede establecer que la trucha aproveché de
manera mas eficiente la dieta en comparacion a la totoaba, en donde la retencién de la
proteina en trucha fue mayor y con menor gasto metabdlico. Asi mismo, se observé que la
harina de subproducto de ave es mayormente retenida en comparacion a la harina de
pescado en la trucha, mientras que en totoaba, a pesar de que una mezcla de 2:1 con mayor
harina de subproducto de ave resulté en mayor crecimiento, la harina de pescado se retuvo
ligeramente més que la de ave. Si bien los estudios anteriores han llevado a un
conocimiento entre la retencion de diferentes fuentes proteicas en peces, el contar con una
técnica por componente y medir la relacion isotopica de cada AA individual, nos permitira
ir mas alla y conocer el nivel de incorporacion en tejido y el enrutamiento de los AAs en el

metabolismo intermediario utilizando la misma relacion de fuentes proteicas.
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Justificacion

Actualmente se utiliza harina de pescado como la fuente principal de proteina en las
dietas para peces carnivoros. La razon obvia es por contener un perfil aminoacidico similar
al requerido por los mismos peces, ademas de promover una alta digestibilidad. Sin
embargo, aun contando con los AA contenidos en el pez completo, y en este caso de la
harina de pescado, no refleja el requerimiento de los mismos para el metabolismo
intermediario. Por esta razdn, es de gran importancia conocer los requerimientos de todos
los AA, tanto esenciales como no esenciales para poder formular a proteina ideal en el

nuevo concepto que agrupa a todos ellos.

Por otro lado, el uso de harina de pescado no es sostenible, ya que altas cantidades
de sardina de excelente calidad es utilizada para su reduccién en harina y ser utilizada para
dietas de peces, en vez de ser un producto de consumo directo por el humano. La
formulacion ideal, tiene como objeto el utilizar mezclas de harinas y AAs cristalinos como
suplemento. De esta manera se podra llegar a eliminar el uso de la harina de pescado,
ademas de incrementar la eficiencia proteica y reducir la produccién de amonio para el

ambiente.

Para conocer los requerimientos exactos existen varios métodos, en donde en la
mayoria de los casos el 6ptimo de proteina se evalla de acuerdo al desempefio (dosis
respuesta). Si bien se obtiene un resultado préactico, éste no refleja la fisiologia detras de

este requerimiento.

32



El uso de mediciones de isotopos estables, tanto en masa (bulk) como por
componente especifico, si bien es complejo en cuanto a su determinacion e interpretacion,
nos permitird generar conocimiento basico sobre como son utilizados los AAs dentro del
metabolismo intermediario. De llegar a este conocimiento, serd mas facil encontrar fuentes
factibles para su sustitucion total, asi como hacer un mejor uso de las fuentes proteicas y

hacer la acuacultura sostenible con el medio ambiente.

Es asi que este trabajo pretende el estudio de la retencion de AAs mediante la
estimacion del enriquecimiento isotopico en higado y mdsculo, evaluado a través de
distintos disefios experimentales. Esto nos permitiré elucidar, no sélo acortar la brecha en el
conocimiento préactico de formulacion, sino para entender el metabolismo energético de los

peces.
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Hipotesis

El factor de enriquecimiento isotopico en masa y por componente especifico nos
permitira estimar con mayor precision el nivel en que la proteina, y los aminoacidos, estan
siendo utilizados en procesos metabolicos, tanto en higado como en mdsculo; y asi poder

formular dietas a proteina ideal.

34



Objetivo General

Evaluar la retenciéon y enrutamiento de aminoacidos dietarios en peces marinos,

mediante analisis isotdpico por componente especifico.

Objetivos Especificos

1. Estimar el efecto de la inanicién del jurel por medio de técnicas isotopicas, sobre la

movilizacién de los AAs para hacer frente a la sobrevivencia.

2. Cuantificar los indices biologicos de los diferentes experimentos desarrollados, tales
como crecimiento especifico, eficiencia proteica, peso ganado, eficiencia
alimenticia y supervivencia bajo distintos disefios experimentales, tales como
niveles de proteina con diferente proteina:energia o utilizando proteina no digestible

como relleno (isolipidicas e igual contenido de carbohidratos).

3. Estimar el factor de enriquecimiento isotopico en higado y muasculo del carbono y
nitrégeno en masa (bulk) y para algunos aminoacidos, tales como isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, valina ,alanina, aspartato, glutamato, glicina

y bajo los diferentes disefios experimentales.

4. Estimar las tasas metabodlicas de los organismos en higado y musculo bajo los

diferentes disefios experimentales, asi como también, las tasas de recambio proteico
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y la contribucion de la energia al crecimiento y al metabolismo utilizando el factor

de enriquecimiento isotopico.
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Discusiéon General

Los Experimentos realizados en este trabajo demuestran que el anélisis de is6topos estables
por componente especifico (AAs) nos revela el estado metabdlico (catabolismo vy

anabolismo) de los organismos en estudio.

En el Experimento |, utilizando al Jurel como especie de estudio, se evalud el efecto de la
inanicion para determinar aquellos AAs que fueran mayormente utilizados como fuente
energética en un estado catabolico. En este estudio se observo que en el musculo de los
organismos no incrementd el enriquecimiento isotépico en §°C y 8*°N, tanto en “masa”,
como en componente especifico al cabo de 35 dias. Esto seguramente se debe al resultado
de la disminucion del anabolismo o sintesis de musculo de novo, ya que el organismo
incrementa el catabolismo de las fuentes energéticas. Se estimd una pérdida de 26% de
biomasa himeda, valor que representd en términos absolutos cerca de 40g de biomasa.
Mientras que tanto en el higado y musculo se redujo la grasa en un 50%. Haciendo un
ejercié de célculo posterior (back calculation en inglés) para estimar las pérdidas
energéticas totales, se obtiene que el higado redujo 1 g de su peso en himedo, con relacién
al peso inicial, obteniendo asi una pérdida de 0.271g de grasa, con relacion a su contenido
inicial; y 0.729 g de proteina y carbohidratos. En términos energéticos, significa que el
higado perdio un total de 5.355Kcal/35 dias en inanicion. Haciendo el mismo ejercicio
para el musculo, se estima una pérdida de grasa de 3.5 g y 35.5 g de proteina y
carbohidratos, dando lugar a un costo energético por reduccion de masa humeda de 173.46
kcal/35 d en inanicion. El costo de total de energia en 35 dias de inanicion fue de 178.85

kcal. Con este célculo se puede decir que el musculo es el reservorio principal de energia
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disponible, y que el jurel utiliz6 en mayor cantidad la energia proveniente de proteina que
de los lipidos y carbohidratos. Si bien esto es s6lo una estimacion burda, ya que no fueron
consideradas las visceras, y los célculos pueden estar un tanto sesgados, si nos da una
visioén un poco general. Con relacién a la grasa perdida por el jurel (3.77 g de grasa), se
observa que los acidos grasos mayormente utilizados durante la inanicién, fueron los
monosaturados con un 40% de pérdida, respecto al inicial (Cuadro 3, Exp. 1), seguido de
los &cidos grasos saturados, con una pérdida del 3.6%. Mientras que los PUFAs fueron
retenidos en mayor proporcion. Si bien se ha descrito ampliamente que los acidos grasos
saturados y monosaturados son mayormente utilizados como fuente energética (De Silva et
al., 1997; Tocher, 2003; Luo et al., 2009), se observa que el jurel utiliza principalmente los

monosaturados.

En el factor de enriquecimiento isotdpico en higado mostré un incremento significativo
tanto en carbono como en nitrégeno. Mostrando asi un mayor metabolismo en el higado,
comparado con el musculo. Bajo esta premisa podemos ratificar que el higado es el
principal tejido que recicla los nutrientes para poder sobrevivir ante la inanicién. Se sabe
que la gluconeogénesis ocurre principalmente en el higado, transformando las fuentes
nitrogenadas (AAS) o carbonadas (piruvato) en glucosa como forma energética, como el
ciclo de la Ala (Felig,1973; Cooper, 2011). Lo cual se refleja en el incremento del factor de

enriquecimiento en el higado.

En este trabajo también se observo que el jurel incrementd su enriquecimiento isotopico
(A8"°N) por AAs para Ala, Asp, Glu, Pro, lle, Leu y Val. La mayoria de estos AAs estan
descritos como glucogénicos; por participar en la sintesis de glucosa. Con este

enriquecimiento, podemos decir que el jurel tiene la capacidad de reciclar o sintetizar
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parcialmente estos tres AA ramificados (lle, Leu y Val), al observar su enriquecimiento en
el is6topo pesado del nitrégeno. Lo anterior podria deberse a su oxidacion y
transaminacion. Por ejemplo, la oxidacion de la Leu, da como resultado el &cido 2-oxo-
isocaproico y un Glu, mientras que la Leu transaminasa utiliza un acido oxo-isocaproico
mismo que es transformado a Leu en un solo paso con ayuda de un Glu (Bender, 2012)
(Fig.1). La Leu que es un AA cetogénico (Copito et al., 1984), si bien se sabe que no es
sintetizado de novo, es utilizado para abastecer de energia a los tejidos periféricos como
cerebro, corazon y rifidén (Robinson & Wiliamson, 1980). En nuestro trabajo se demuestra

que la Leu esta activamente involucrada en los procesos para obtencion de energia.

CHg

Sintesis de Leu HaC—CH

CH>

HC—NH;*
COO-
leucine

_ 2-oxoglutarate
?Hn 2-oxoglutarate ?Hg transaminase
H3C—CH t glutamate HaC—-CH =~ glutamate
CHap \ / CHg
HC-NHs*  trans ¢=o0 CHs
: 3 ransaminase 2 - -z T
coor coor Oxidacioén ‘ HsC—CH
leucine oxo-isocaproic acid CHz

§=0
COO-
2-oxo-isocaproic acid

Figura 6. Ruta de sintesis y oxidacion de Leucina, extraida parcialmente de Bender
(2012)
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Bajo un estado en alimentacion, se disefiaron otros dos Experimentos (2 y 3) para tratar de
evaluar el efecto de la proteina en el factor de enriquecimiento isotopico en “masa” y por
AA. En el Experimento 2, la proteina se increment6 en cuatro niveles (400, 430, 460 y 490
g/kg de dieta). Debido a que existen las bases fisiologicas para establecer que los
organismos consumen alimento hasta saciar sus requerimientos energéticos (Cho &
Kaushik, 1985; Drewnowski & Bellisle, 2003), se varidé el contenido de lipidos y
carbohidratos para mantener un mismo nivel de energia. Sin embargo, en el supuesto de
que esto no ocurriera, el Experimento 3, se baso en un disefio experimental en donde los
lipidos y carbohidratos se mantuvieron constantes al incrementar la proteina. En este
ultimo, se utilizdé proteina indigestible como relleno para complementar el 100% de la
formulacién. La digestibilidad proteica se base en la disponibilidad de sus enlaces
peptidicos a ser degradados por las enzimas digestivas (Erickson & Kim, 1990). Sin
embargo, se sabe que una proteina sometida a calor en presencia de formaldehido puede
ocasionar un dafio irreversible formando entrecruzamientos, los cuales dificilmente podran
ser degradados por enzimas (Antoniewicz et al,. 1992). Es asi que en este Experimento se
fueron mezclando las fuentes proteicas digestibles y tratadas, manteniendo una cantidad
creciente un tanto similar al Experimento anterior (380, 420, 460 y 490 g/kg dieta), pero de

proteina digestible y contrarrestando con la proteina tratada.

En ambos Experimentos se observd que a mayor cantidad de proteina disponible en la
dieta, mayor fue su crecimiento, sin observar diferencias significativas en la tasa de
eficiencia proteica (PER). La eficiencia proteica es una estimacién indirecta de la misma,
ya gue se considera la ingestidn directa de proteina con relacion al incremento corporal, sin

considerar las proporciones de nutrientes que resultaron en ganancia. Es decir, al
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considerar el peso total, no se sabe si hubo un mayor incremento en grasa o musculo. Por
otro lado, se basa en la estimacion de la ingestion, la cual no siempre es exacta (Mackensie

& Peters, 1990).

Al estimar el factor de enriquecimiento isotépico en “masa” (A8"*C y A8"°N) para higado y
musculo en ambos Experimentos, se encontré un mayor enriquecimiento del nitrégeno
conforme aument6 la proteina. Por ejemplo, en el Experimento 3, los valores del A§"N
oscilaron entre 2.8 up a 3.4%o.. Este factor se determina hasta que el tejido estudiado llegue
al equilibrio con su dieta y es estimado mediante la diferencia entre ambos (Minagawa &
Wada, 1984). Los resultados obtenidos reflejan los procesos metabdlicos que ocurren en el
tejido estudiado, mostrando asi la utilizacion de los diferentes sustratos en la dieta
(proteina, lipidos y carbohidratos). Al existir un mayor enriquecimiento del isétopo del N
se demuestra que la proteina esta siendo metabolizada como fuente energética. El A5™C en
musculo present6 un incremento significativamente distinto conforme aumento la proteina,
en ambos Experimentos. Esto pudiera deberse a la menor acumulacion de fuentes
energéticas en el masculo (glucégeno y grasa), ya que estas fuentes muestran un valor
isotopico mas ligero. Sin embargo, no se mostraron diferencias significativas en la relacion
C:N. Para higado en el Experimento 3, el is6topo pesado fue empobrecido (redujo)
conforme aumento la proteina. Comparando con la relacién C:N, observamos que al
aumentar la proteina en la dieta aumenta significativamente la relacion C:N (5.02 hasta
30.84), dando un reflejo en la acumulacion de lipidos o glucogeno en higado. Vale la pena
recordar, que a diferencia del PER que considera el pez completo, el enriquecimiento
isotopico soélo refleja la actividad metabodlica de un tejido en particular que fue muestreado,

que en este caso es musculo o higado. De esta manera, en ambos Experimentos no se
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observaron diferencias en la acumulacion de grasa en el organismo completo en los

Experimentos realizados.

Las tasas metabdlicas, “m”, aqui presentadas fueron calculadas mediante el modelo de
Hesslein et al. (1993). Estas se obtiene a través de una regresion no lineal de los valores
isotopicos en “masa” y la tasa especifica de crecimiento, obteniendo asi, el cambio
isotdpico por el metabolismo por dia. Asi mismo, al obtener la tasa metabdlica para cada
tejido, se pudo estimar el tiempo de recambio proteico por medio del modelo descrito por
Tieszen et al. (1983). En el Experimento 2 se calcul6 para musculo y en el Experimento 3,
para higado. La razén de no haberse podido estimar en ambos tejidos en los dos
Experimentos se basa en una limitante del modelo. Ya que el tejido debe llegar al
equilibrio a través de un cambio exponencial que concluye en una pendiente sin tener
grandes fluctuaciones, principio que no se cumplié en todos los casos. Esto ocurre, ya sea
porque haya muchas fluctuaciones entre las mediciones (como en el tejido de higado en el
Experimento 2); porque el valor isotdpico entre el organismo inicial y su dieta de estudio
sea muy similar, como si el organismo ya hubiera llegado al equilibrio (como se observo en
el musculo del Experimento 3); o bien, porque se contaban con pocas repeticiones dando

lugar a altas variaciones entre muestras replicadas.

Aln asi, los valores que pudieron ser calculados en estos dos Experimentos (2 y 3) se
lograron al 50 y 95% de recambio proteico para el tejido del masculo e higado, para los
Experimentos 2 y 3, respectivamente. En igualdad de circunstancias, si asi lo fuera,
comparando el musculo del Experimento 2 vs el higado del Experimento 3, los resultados
obtenidos muestran que el higado es el tejido metabdlico mas activo, respecto al musculo,

lo cual ya ha sido ampliamente documentado por diversos autores (Boecklen et al., 2011;
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Xia et al., 2013; 2015; Mohan et al., 2016). Sin embargo el objetivo de estos dos
Experimentos fue el obtener el efecto de recambio entre distintos niveles de inclusion
proteica en la totoaba. Objetivo que no se cumplié claramente en el Experimento 2, ya que
no se presentaron diferencias significativas en el Tso ¥ Tgs, aunque si se logra observar una
predisposicion al incremento metabdlico en el masculo. De tal manera que entre mas
proteina era incluida en la dieta, menores tiempos de recambio proteico se obtuvieron.
Vale mencionar nuevamente que en el Experimento 2, las dietas con mayor proteina
contenian mayor cantidad de lipidos (de 7.7 a 10.6%) y carbohidratos (de 43.6 a 29.3) para
mantener las dietas isoenergéticas. Por tanto, esta respuesta no tan marcada pudo haber
estado afectada por el consumo en las dietas, o el desbalance entre la proteina, lipidos y
carbohidratos. Sin embargo en el Experimento 3, en donde se utiliz6 proteina tratada con
formaldehido (no digestible) como relleno para formular al 100%, las respuestas si
presentaron diferencias significativas en el recambio proteico entre los tratamientos. En
donde se puede afirmar que entre mayor sea la tasa metabdlica (“m”), el recambio seré en
menor tiempo. Comparando esto con el Experimento 2, podemos estimar que en peces, 0
en este caso particular la totoaba, la ingestion pudiera estar mas asociada al llenado
estomacal que a cubrir sus requerimientos energéticos (Date et al., 2002). Esto pudiera
deberse a que la saciedad en peces no esta tan relacionada como en otras especies a la
presencia de glucosa en sangre para generar este efecto insulinico para inicio del
anabolismo (Drewnowski & Bellisle, 2003). Sino que posiblemente sea el nervio vago

quien dispare la sefializacién de llenado (Date et al., 2002).

El factor de enriquecimiento por AA, que es la parte central de este trabajo doctoral,

independientemente de lo expuesto anteriormente, aqui si se cuenta con los datos de
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enriquecimiento isotdpico en musculo e higado para ambos Experimentos. En general se
observé que los AAs mayormente enriquecidos en el isétopo pesado del nitrégeno (*°N)
fueron algunos AAE y AANE, tales como lle, Leu, Val, Ala, Asp y Glu. Estos son los
mismos AAs que también se mostraron enriquecidos en la movilizacién en jurel bajo un
esquema de inanicion durante un periodo de 35 dias (Experimento 1). En el jurel, se
concluyd que estos fueron los AAs que se utilizaron para la obtencion de energia, al ser
reciclados a través del metabolismo intermediario. En los Experimentos 2 y 3, se puede
inferir que al igual que en el jurel, la totoaba utiliz6 la proteina como fuente energética, ya
que conforme mas proteina digestible entraba en la dieta, los factores de enriquecimiento
isotdpico para estos AAs antes mencionados, fueron aumentando significativamente. Esto
fue observado en el Experimento 3, donde sélo la proteina varié mientras que los lipidos y

carbohidratos se mantuvieron constantes.

Los AAs tales como la Met, Lys, Phe, Gly y Pro en el jurel en inanicién, no presentaron
diferencias significativas en el factor de enriquecimiento isotépico tanto en musculo como
en higado, por lo cual podemos ratificar que estos AAs tienen una minima participacion en
el metabolismo energético, aun en condiciones extremas de inanicién durante 35 dias. Un
empobrecimiento en el factor de enriquecimiento isotdpico, ya ha sido demostrado en
diferentes trabajos (Fantle et al., 1999; McClelland & Montoya, 2002; Schmidt et al., 2004;
Gaye-Siesseggeret et al., 2007; Popp et al. 2007 ;McMahon et al., 2010; McMahon et al.,
2015), en donde se ha sugerido que dichos valores tan bajos pudieran deberse a su
utilizacion, mediante un proceso de desaminacion irreversible, o por la funcionalidad de
algunos AAs. Entre estos ultimo, podemos mencionar a la Phe y Gly, AAs que son

utilizados en la sintesis de las catecolaminas (endorfinas) (O"Connell, 2017). Sin embargo,
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en ambos Experimentos realizados en totoba, observamos un enriquecimiento isotdpico
(tanto en AS™N y A8'C) en la mayoria de estos AAs. Por tanto, podriamos afirmar que
los AAs estaban disponibles en exceso, por lo que fueron utilizados u oxidados para
contribuir en el grupo del nitrégeno que comparten todos los AAs (Fig 2), ya sea

transaminados 0 sintetizados (de novo).

A) Amino acid nitrogen pools and transfers

Arg T} Orn s

Val
Urea

TA: Transaminase

DH: Glutamate dehydrogenase
AS: Asparaginase

GS: Glutamine synthase

Leu

AG: Arginase
ba GD: Glycine decarboxylase
Phe ﬂf—) Tyr y PAH: Phenylalanine hydroxylase

Figura 7. Proceso metabdlico de los AAs y sus rustas de degradacion (Extraido de
McMabhon et al., 2016)

En el caso particular de la Asp, en ambos Experimentos con totoaba se presenté un A8*3C
de -4.71 hasta -9.56%o. Razén por la que podemos sugerir que la totoaba utiliza este AA en
sus diferentes procesos fisioldgicos y energéticos, ya que cuenta con la caracteristica de ser
un AA sintetizado de novo (McMahon et al., 2010; 2015). Dichos autores establecen que

los AAs no esenciales pueden ser sintetizados de novo en donde el esqueleto de carbono al
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provenir de carbohidratos o lipidos, los cuales tienen valores isotdpicos mas ligeros,

resultando en valores del C mas ligeros dentro de aquellos AAs que son sintetizados.
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Conclusiones Generales

1. La técnica de isétopos estables, aplicada para determinar el valor isotopico de AAs
individuales, representa una herramienta que ayuda en el estudio sobre la utilizacion de
diferentes aminoacidos en el metabolismo intermediario de los organismos acuaticos, en
donde ciertas estimaciones como la ingestion y alimentacion restringida son dificiles de

llevarse a cabo.

2. El jurel Seriola lalandi utiliza preferentemente los acidos grasos monosaturados en un
ambiente de inanicion prolongado como fuente energética y retiene los acidos grasos

poliinsaturados, tanto en higado como en musculo.

3. El higado del Jurel en inanicion es el tejido que presenta un metabolismo activo
(catabolismo y anabolismo) en un estado en inanicion, ya que desde el segundo dia de
inanicion, el 8°C y 8N en masa, incrementan en el istopo pesado, mostrando un

reciclamiento o sintesis de fuentes nitrogenadas.

3. En el jurel en inanicién, el valor isotopico del nitrégeno (5'°N) en misculo, no presentd
diferencias significativas en los 35 dias en inanicion, por lo que la sintesis de proteina en el
masculo disminuye drasticamente, canalizando los sustratos obtenidos del catabolismo para

su mantenimiento energético basal.

4. EI factor de enriquecimiento isotépico en masa, nos ayuda visualizar el destino de la
proteina ingerida, de tal forma que se puede saber si es utilizada como fuente energética o

al crecimiento. Como se pudo observar en el Experimento 3.

5. La Met, Lys, Phe, Gly y Pro no son utilizados por el metabolismo energético del jurel.
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6. La Ala, Asp, Glu, Pro, lle, Leu y Val son utilizados principalmente como fuente
energética en un metabolismo basal del Jurel en inanicion. Mientras que durante la
alimentacion (totoaba; Experimento 1 y 2) se incrementan los valores de enriquecimiento

isotopico en lle, Leu, Val, Ala, Asp y Glu

7. La totoaba utiliza preferentemente la Asp como fuente energética ya que sintetiza de
novo (Experimento 1y 2), lo cual se ve reflejado en su factor de enriquecimiento isotopico

tanto en nitrégeno como en carbono.
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Implicaciones

La técnica de isotopos estables por componente especifico, si bien es una técnica que nos
puede dar idea sobre que AAs individuales estan siendo utilizados en el metabolismo
(catabolismo y anabolismo) de los organismos, también nos puede ayudar en elucidar a
partir de que fuentes de carbono y nitrogeno estan siendo sintetizadas parcial o totalmente
(Transaminacion y reanimacion). La hipotesis versaba en que aquellos que tendieran a
cero en el enriquecimiento isotépico de cada AAs individual serian su nivel de limitancia.
Sin embargo, debido a que los AAs de alguna manera tienen un papel metabdlico inevitable
como fuente energética y no son destinados totalmente al crecimiento, debemos tener
resuelto ante todo, las fuentes mas apropiadas de energia. Por otro lado, aun en el caso de
que esto llegara a conocerse, habra que conocer los niveles minimos de enriquecimiento
esperado para cada uno de los AAs en cada especie y fase de vida en los cuales se prueban
las dietas. Y con los enriquecimientos obtenidos, se podra correlacionar las concentraciones
de AAs en la dieta y asi encontrar una proteina ideal mas certera y no sélo a dosis

respuesta, como comunmente se hacen las estimaciones.

En general se demuestra que los peces marinos utilizan mayormente la proteina como
sustrato energético. Por lo cual el siguiente paso a seguir serd el encontrar los sustratos
energéticos mas apropiados y sus proporciones para que estimulen su desarrollo fisioldgico
para potencializar el crecimiento. Disminuyendo asi la proteina presente en la dieta, hasta

un nivel fisiol6gicamente aceptable.
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