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RESUMEN de la tesis de Maria Isaura Bafuelos Vargas, presentada como
requisito parcial para la obtencion del grado de DOCTOR EN CIENCIAS EN
OCEANOGRAFIA COSTERA. Ensenada, Baja California, México. Noviembre de
2013.

Respuesta del metabolismo hepatico v fisioldgico de juveniles de Totoaba
macdonaldi ante la inclusion de proteina de soya y almidén en dietas
suplementadas con taurina.

El desarrollo comercial de la totoaba (Totoaba macdonaldi), representa una
atractiva oportunidad de diversificacion y crecimiento econdmico para el sector de
la acuacultura del Noroeste de Meéxico. Si bien se han realizado avances
importantes en el desarrollo acuicola de esta especie, aun quedan importantes
vacios de informacién que permitan avanzar hacia la escala comercial viable. Uno
de los retos mas importantes es el desarrollo de dietas comerciales apropiadas
para la totoaba; sin embargo para desarrollarlas es necesario conocer cuales son
Sus requerimientos nutricionales y como se adapta su metabolismo ante diferentes
combinaciones de las fuentes de nutrientes disponibles. Asimismo, otro de los
retos que ha limitado el cultivo de la totoaba, ha sido la mortalidad masiva de
organismos bajo condiciones de cultivo piloto-comerciales. Tales mortalidades han
sido relacionadas con la presencia del llamado “sindrome de higado verde”, cuyo
agente causal ha sido atribuido a posibles deficiencias de nutrientes en las dietas
comerciales utilizadas (no especificas para totoaba). El “sindrome de higado
verde” es considerado una anomalia o hepatopatia que se caracteriza por el
cambio en la coloracién del 6rgano hepatico hacia tonalidades verdosas y que en
consecuencia pueden presentarse por diversas alteraciones fisiolégicas en los
animales afectados. La literatura sugiere que especies carnivoras, como la
totoaba, pueden requerir de la suplementacion de taurina, cuya deficiencia ha sido
relacionada con el desarrollo del “sindrome de higado verde” en peces cuya
alimentacion es a base de ingredientes de origen vegetal. Ya que aun se
desconoce el origen del “sindrome de higado verde” en la totoaba, y de que
ademas la tendencia actual en la acuacultura es la sustitucibn maxima posible de
los ingredientes de origen animal (especialmente de la harina y aceite de pescado)
por ingredientes de origen vegetal, como el concentrado de proteina de soya (PS)
y los carbohidratos; el objetivo principal del presente trabajo fue estudiar la
respuesta del metabolismo intermediario de juveniles de Totoaba macdonaldi en
relacion a la inclusion de proteina vegetal y almidon en dietas sin y con
suplemento de taurina y su relacion con el “sindrome de higado verde”. Para
lograr los objetivos, fueron realizados 2 experimentos de alimentacion con
duracion de 6 semanas cada uno. En el experimento 1 (EXP I), se evalu6 la
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respuesta metabdlica y fisioldgica de juveniles de totoaba ante la inclusion de
proteina de soya y almidon en dietas suplementadas con taurina. Para ello se
elaboraron 4 dietas experimentales con 30 y 60% de PS en sustitucion de la
harina de pescado. 2 de estas dietas sin suplemento de taurina (S30 y S60) y las
otras 2 suplementadas con 1% de taurina (S30T y S60T). Se utiliz6 como control,
una dieta elaborada con 100% harina de pescado como fuente Unica de proteina.
Para este bioensayo se utilizaron peces con 7.5 +0.05g de peso promedio inicial.
Al final del EXP I, los resultados muestran que el uso de PS en las dietas
(independiente del nivel y de la suplementacion de taurina) provocdé una menor
ingesta de alimento en las totoaba en comparacion a los peces alimentados con la
dieta Control. No obstante, tanto el nivel de PS como el suplemento de taurina
influenciaron significativamente (pero de manera opuesta) las variables de
crecimiento. Asi, la dieta S30T produjo los mayores valores de ganancia en peso,
mientras que el tratamiento S60 presento los menores valores. Asimismo, la PS en
las dietas provocd una tendencia significativa de disminucién en la retencién de
nitrogeno. Sin embargo, la retencion de energia total no fue significativamente
influenciada. El uso de PS en las dietas provocé efectos significativos en la
composicion hepética, aunque solo el glucdégeno resultd significativamente
disminuido por el aumento del nivel de PS. Por su parte, las actividades de las
enzimas del metabolismo intermediario hepatico respondieron de manera
significativa ante las variaciones de PS y taurina en las dietas. Las actividades de
las enzimas clave del catabolismo de aminoacidos (AA), de gluconeogenesis y la
enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) resultaron significativamente
disminuidas por la falta del suplemento taurina (independiente del nivel de PS).
Por su parte, las actividades de las enzimas clave de la glucolisis fueron
disminuidas por el aumento de PS en las dietas. La actividad de la enzima del
sistema de defensa antioxidante catalasa (CAT) resultdé significativamente
aumentada con el suplemento de taurina. Ademas, la actividad de las enzimas
CAT y G6PD fueron correlacionadas positivamente con la disminucion de los
niveles de lipoperoxidacion (LPO) hepatica. Asimismo, el suplemento de taurina,
por si mismo, indujo a la disminucion significativa de los niveles de LPO y en el
desarrollo del “sindrome de higado verde” en totoaba. Por otra parte, el aumento
de PS (60%) provoco un incremento significativo de agregados inflamatorios en el
tejido hepatico. Ademas, se observd que indepenciente del nivel, el uso de PS
indujo a un estado generalizado de vacuolizacion de los hepatocitos con
desplazamiento nuclear hacia la periferia. En la respuesta hematoldgica y de
bioquimica sanguinea, se observé que el aumento de PS afectd la concentracion
de hemoglobina (HB), albumina (AL), razon Al: globulinas (AL: Glb) y aumento la
glucosa plasmatica (GLU). Por el contrario, la suplementacion de taurina genero la
recuperacion de la mayoria de estas variables y ademas influencié
significativamente la disminucion de los eritrocitos circulantes (EC) y el
hematocrito (HT). Se observo un efecto significativo de la interaccion de factores
(PS*taurina) en el hematocrito (HT), la media de la concentracion de hemoglobina
corpuscular (MCHC) y la GLU. Asi, mientras el nivel de PS provoco la tendencia
de aumento de HT, disminucion de MCHC y aumento de GLU; la suplementacién
de taurina indujo al efecto contrario en cada una de estas variables. En general,
I
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los resultados del EXP | indican que la deficiencia de taurina es el factor principal
que desencadena en el incremento en los niveles de dafio oxidativo hepatico y del
desarrollo del “sindrome de higado verde” en los juveniles de totoaba alimentados
con dietas con niveles desde el 30% de concentrado de proteina de soya.
Ademas, la presencia del “sindrome de higado verde” ante la inclusion de PS sin
el suplemento de taurina es consistente a lo reportado para otras especies
carnivoras de peces marinos, en los que la taurina es considerada un nutriente
esencial. Posteriormente fue llevado a cabo el experimento 2 (EXP Il), en el que
se evaluaron los efectos de la interaccion de niveles moderados de carbohidratos
con la PS y taurina. Fueron elaboradas 4 dietas experimentales con 18% de
almidon gelatinizado en sustitucion parcial del aceite de pescado. Dos de estas
dietas fueron elaboradas con harina de pescado como fuente principal de proteina
sin y con el suplemento de 1% de taurina (A y AT, respectivamente). Las otras 2
dietas se elaboraron con 30% de PS sin y con el suplemento de 1% de taurina
(APS y APST, respectivamente). Una dieta control (DC) fue elaborada con harina
y aceite de pescado como fuentes principales de proteina y lipidos. Para este
experimento se utilizaron peces con 20.0 £0.5 g de peso inicial. Al final del EXP 11,
los parametros de crecimiento y de eficiencia alimenticia resultaron
significativamente afectados por la combinacion de almidon + PS (independiente
del suplemento de taurina), donde los tratamientos APS y APST mostraron los
menores valores en peso ganado, eficiencia alimenticia (EA) y eficiencia proteica
(EP). Por otra parte, a diferencia del EXP I, en el EXP Il se observé una mayor
ingesta de las dietas elaboradas con PS en comparacion con la DC. No obstante,
el menor crecimiento en peso obtenido en APS y APST se reflej6 en una
disminucién de la EP y de la retencion de nutrientes. La composicién del higado
fue influenciado por la combinacién de almidon + PS, la cual se reflejo en el
aumento de lipidos; mientras que el suplemento de taurina indujo al aumento de
glucogeno hepatico. En cuanto a la respuesta del metabolismo intermediario del
EXP Il, se observd que la actividad de alanina aminotransferasa (ALAT; enzimas
del catabolismo de AA) resulté significativamente aumentada por el suplemento de
taurina; mientras que la actividad de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH)
fue significativamente disminuida en el tratamiento APS. Por su parte, la dieta AT
indujo los valores méas elevados en la actividad G6PD, aunque los resultados no
indicaron efectos significativos debido a la combinacion de alguno de los factores
evaluados. Los resultados de las actividades de las enzimas del sistema de
defensa antioxidante muestran que la actividad de glutation peroxidasa (GPX) fue
mayor en AT, pero sin observarse efectos significativos generados por los factores
almidon + (PS y/o taurina). Similar que en el EXP |, el factor taurina influencio
significativamente en la disminucion de los niveles de LPO hepética. Cabe
mencionar que a diferencia del EXP |, en el EXP Il no se presentaron casos del
“sindrome de higado verde” en los juveniles de totoaba alimentados con PS en las
dietas. Sin embargo, la combinacién de 18% de almiddn gelatinizado y 30% de PS
provocdé cambios significativos de degeneracion vacuolar y nuclear en los
hepatocitos. Asimismo, ésta combinacion de ingredientes provoco la disminucion
de la HB, media del volumen celular (MVC) y media de la hemoglobina celular
(MHC). Mientras que el factor el suplemento taurina tuvo una influencia
1]
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significativa en el aumento de la AL y la razén AL:GIb. Se observo un efecto de
interaccion de factores (PS*T) en el HB, MVC, MHC y AL:Glb; mientras que la
GLU no fue influenciada por la composicion de las dietas. Al final de este estudio,
y como primera aproximacion, los resultados parecen indicar que la acumulacion
de lipidos, glucégeno y la generalizada vacuolizacion de los hepatocitos parecen
sefalar que la totoaba puede ser susceptible a los cambios en la combinacion de
macronutrientes (proteinas/lipidos/carbohidratos), fuente de ingredientes vegetales
(almidén/proteina de soya), asi como de la propia disponibilidad de taurina en la
dietas. Por otra parte, la suplementacién de 10 g de taurina kg dieta™ desempefié
un papel fundamental en la regulacion de la respuesta del metabolismo
intermediario y en la prevencion del desarrollo del “sindrome de higado verde” en
los juveniles de totoaba alimentados con dietas elaboradas con proteina de soyay
carbohidratos. Por lo que estos resultados pueden ser utilizados como base para
el desarrollo de dietas que presenten una combinacion mas adecuada de
ingredientes vegetales y suplementacion de taurina. Ademas, variables como la
AL, razon AL: Glb y enzimas como la G6PD y CAT pueden ser herramientas utiles
en el monitoreo de la condicion de salud hepética de totoaba.

Palabras clave: Metabolismo intermediario, Totoaba macdonaldi, proteina
vegetal, almidon, taurina, retencion nutrientes, crecimiento, defensas antioxidante,
higado verde.
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ABSTRACT from the thesis presented by Maria Isaura Bafiuelos Vargas as a
partial requirement to obtain the DOCTORATE degree on COASTAL
OCEANOGRAPHY SCIENCE. Ensenada, Baja California, Mexico. November
2013.

Hepatic metabolism and physiological response of Totoaba macdonaldi to
the inclusion of soy protein and starch in diets supplemented with taurine.

The commercial development of totoaba (Totoaba macdonaldi), represents an
attractive opportunity for diversification and economic growth for the aquaculture
industry in the northwestern of México. Significant progress has been made in the
development of aquaculture of this species; however there are still important
information gaps for moving towards a viable production of totoaba at a
commercial scale. One of the biggest challenge is the development of appropriate
commercial diets for totoaba, but there is not enough information about its
nutritional requirements and it still not known how totoaba metabolism could adapt
to different combinations of nutrient sources available. Also, another challenge that
has limited the cultivation of this carnivorous species is the huge mortality of
organisms under pilot commercial farm production. These mortalities have been
related to the "green liver syndrome"”, whose causal agent might be due
deficiencies of nutrients in commercial diets used (not specific for totoaba). The
"green liver syndrome" is considered an anomaly that is characterized by the
change in the color of the liver organ to green and can be accompanied by different
physiological changes in affected animals. The literature suggests that carnivorous
species, such as totoaba, might require supplementation of taurine to prevent the
development of "green liver syndrome" in fish fed plant based diets. However, the
origin of the "green liver syndrome" remains uncertain in totoaba, additionally to the
current trend in aguaculture is the maximum possible substitution of ingredients of
animal origin (especially fish meal and fish oil) by vegetables ingredients such as
soya protein concentrate (PS) and carbohydrates; the main goal of this work was
to evaluate the response of the intermediary metabolism of Totoaba macdonaldi
juvenile fed diets with high inclusion of vegetable protein and starch, with and
without taurine supplementation, and its relationship with the development of green
liver syndrome. For that, we conducted two feeding experiments lasting 6 weeks
each. In the first experiment (EXP ), we assessed the response of intermediary
metabolism, antioxidant system defense and the development of green liver in
totoaba fed diets made with PS with and without T. 4 experimental diets were
made with 30 and 60% of S to replace fishmeal. 2 of these diets were made
without taurine (S30 and S60), while the other 2 diets were made with 1% of
taurine (S30T and S60T). Control diet was made with 100% of fish meal as a main
source of protein. In this trial, the initial weight of fish was of 7.5 + 0.05g. At the end

\Y
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of EXP I, results showed that the PS in the diets (independent of level of taurine)
caused a lower intake of nutrients in totoaba compared to control. However, both
the level of PS and taurine significantly influenced (but in opposite directions) the
growth performance. Thus, S30T diet showed the greatest weight gain andS60
diets the lowest weight gain. Also, the PS in the diets caused a significant trend of
decline in nitrogen retention. However, the total energy retention was not
significantly influenced. The liver composition was significantly influenced by PS in
diets, although only glycogen content was significantly reduced by the increased
level of PS. The enzyme activities of intermediary metabolism responded
significantly to variations in PS as well as taurine in diets. Thus, the activities of key
enzymes of AA catabolism, gluconeogenesis and glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD) enzyme were significantly reduced by the lack of taurine
(independent of PS level). Meanwhile, the activities of enzymes key of glycolysis
were reduced by the levels of PS in diets. On the other hand, the activity of
catalase (CAT), an enzyme of antioxidant defense system, was significantly
increased with taurine supplementation. Furthermore, the increment on the
activities of CAT and G6PD enzymes were positively correlated with decreased of
levels of lipid peroxidation (LPO). Besides, the taurine supplementation by itself
was to decrease significantly LPO level and the “green liver syndrome”. Moreover,
PS induced significant changes of cells of hepatic tissue. In the analysis of blood,
in general it was observed that the increase of PS reduced the hemoglobin
concentration (HB), albumin (AL), Al: globulins ratio (AL: GIb), but increased
plasma glucose (GLU). By contrast, taurine restored most of these variables. In
addition, taurine significantly decreased circulating erythrocytes (EC) and
hematocrit (HT). Also, the interaction of PS versus taurineinduced a significant
effect on HT, mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and GLU.
Thus, while the increased level of PS trended to increase HT, it reduced MCHC
and increased GLU; the PS with taurine supplementation induced an opposite
effect on each of these variables. Overall, results of EXP | indicate that taurine
factor plays an evident role on the modulation of metabolism, antioxidant defense
and preventing the development of “green liver syndrome” of totoaba fed with at
least 30% PS. In the second experiment (EXP II), we evaluated the interaction
effects of PS and taurine in high carbohydrate diets. Four experimental diets were
prepared with 18% gelatinizated starch, partially replacing fish oil. Two of these
diets were made with fish meal as the main source of protein, without and with 1%
of taurine supplement (A and AT, respectively). The other 2 diets were made with
30% of PS without and with 1% of taurine supplement (APS and APST,
respectively). A control diet (DC) was also made with fishmeal and fish oil as major
sources of protein and lipids. In this trial, fish initial weight was 20.0 = 0.5g. At the
end of EXP II, growth performance and feed efficiency were significantly affected
by the interaction of starch + PS (independent of taurine supplement), where APS
and APST treatments showed lower values for weight gain, feed efficiency (EA)
and protein efficiency (EP). Unlike EXP I, results of EXP Il showed a higher
voluntary feed intake of PS based diets compared with DC. Moreover, APS and
APST not only induced a reduction of weight gain but it also decreased protein and
energy retention. Unlike EXP 1, the composition of the liver was significantly
Vi
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influenced by both factors: PS and taurine. PS increased liver lipid deposition,
whereas taurine induced an increment of liver glycogen content. Regarding the
response of intermediary metabolism in EXP I, it appears that only the activity of
alanine aminotransferase (ALAT, enzyme of the catabolism of AA) was significantly
increased by taurine supplementation. Although, glutamate dehydrogenase (GDH)
activity was significantly lower in the treatment APS and G6PD activity was highest
in AT diet, there were no significant effects of PS and taurine. The results of
antioxidant system defense shown that, the glutathione peroxidase (GPX) activity
was highest in fish fed the AT diet, but without significant effects of PS and taurine
were observed. However, and similarly to EXP |, taurine significantly decreased
LPO levels. It should be noted that unlike the EXP I, results of EXP Il showed no
cases of “green liver syndrome” in totoaba fed with PS. However, the combination
of starch and PS triggered significant nuclear and cytoplasmatic degeneration of
hepatocytes. Also, results indicate that the combination of starch and PS lead to a
significant decrease of HB, mean cell volume (MVC) and mean cell hemoglobin
(MHC). Otherwise, taurine supplementation induced an increment of AL and AL:
Glb. There was an interaction effect of PS and taurine on HB, MVC, MHC and AL:
Glb. However, GLU was not influenced by the composition of the diets. Overall,
results of EXP Il seem to be in agreement with those reported for other carnivorous
species, which has limited ability to use dietary carbohydrates. Furthermore, the
absence of the “green liver syndrome” at the end of EXP Il might be due to the
initial fish weight, as bigger fish may require longer feeding period to induce such
liver syndrome. In general, results generated in this study seem to indicate that the
accumulation of lipids, glycogen and vacuolation of hepatocytes in totoaba, could
be a sign that totoaba may be susceptible to change in the mix of macronutrients
(protein / lipid / carbohydrate), source of plant ingredients (starch / soy protein),
and the own availability of taurine diets. Finally, results seems to indicate that
taurine plays an essential role in the modulation of metabolism, antioxidant
defense and preventing “green liver syndrome” in totoaba juvenile fed diets made
with soy protein and carbohydrates. Therefore our results may be useful as a basis
for the development of diets with appropriate mix of vegetable ingredients and
taurine supplementation. In addition, variables such as AL, AL: Glb and enzymes
such as G6PD and CAT may be useful tools in monitoring health status of totoaba.

Keywords: Intermediary metabolism, Totoaba macdonaldi, vegetable protein,
starch, taurine, nutrient retention, growth, antioxidant defenses, green liver.

Vi
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1 INTRODUCCION

La produccion mundial por acuacultura actualmente se equipara a la produccién por
extraccion en la pesca. Ademas, los reportes de la FAO indican que la produccion de
especies para consumo humano por acuacultura crece a una tasa promedio anual del 8.8%
(FAO, 2012). En México, la produccion por acuacultura muestra una tasa de crecimiento de
4.5% anual (DOF, 31 de enero de 2011), con un continuo y creciente interés por el desarrollo
y diversificacion de la acuacultura comercial, en particular por la piscicultura marina de
especies nativas o0 regionales, por lo que actualmente se realizan diversos estudios de
especies con valor comercial como la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus), botete
diana (Sphoeroides annulatus), pargo rojo (Lutjanus peru), corvina blanca (Atractoscion
nobilis) y totoaba (Totoaba macdonaldi) (Civera et al., 2002; Duncan et al., 2003; Dumas et
al., 2004; Lépez et al., 2006, 2009; Durazo et al., 2009; Rueda-Lopez et al., 2011; Minjarez-

Osorio et al., 2012).

No obstante, el desarrollo de la acuacultura comercial de peces, en particular de
especies marinas, depende en gran parte de la disponibilidad de alimentos formulados que
cubran los minimos requerimientos nutricionales de los organismos bajo cultivo, ademas que
sean econdémicamente viables. La harina y aceite de pescado han representado una
excelente fuente de proteina y energia en la elaboraciébn de dietas para organismos
destinados a la acuacultura. La creciente demanda de estos insumos (especialmente para la
acuacultura), junto a las oscilaciones en la produccion anual en volumen de harina y aceite
de pescado mundial, ha provocado que la elaboracion de alimentos formulados para el

1
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cultivo de peces resulte en alimentos comerciales costosos (FAO, 2012; FAO GLOBEFISH,
2013). En este sentido, la industria productora de alimentos para la acuacultura ha optado
por el uso de fuentes alternativas, como los insumos de origen vegetal, para reducir los

costos de produccion de los alimentos formulados comerciales.

Los insumos de origen vegetal son los ingredientes mas utilizados en la industria
acuicola por su disponibilidad y precio. Sin embargo, es necesario realizar investigacion para
determinar el uso 6ptimo de estas fuentes de nutrientes sin repercusiones negativas en los
organismos. Lo anterior es de suma relevancia debido a las diferencias que presentan los
peces herbivoros respecto a los carnivoros en la capacidad de utilizar insumos vegetales,
ademas de la importancia de mantener el balance de nutrientes para el éptimo crecimiento y

salud en los organismos (Wang et al., 2006; Wu, 2009; Oliva-Teles, 2012).

A la fecha se han logrado avances en el conocimiento de los requerimientos
nutricionales y de los efectos en la salud y crecimiento de las carencias de nutrientes
esenciales para diferentes especies de peces con fines de acuacultura. La informacion
generada ha demostrado que conocer las particularidades especificas de los organismos
marca la diferencia en el éxito de la produccién acuicola (Oliva-Teles, 2012). Por lo que lo
anterior la introduccion de nuevas especies requiere de investigacion para conocer las
particularidades especificas de los organismos ante determinados componentes nutricionales

y el impacto de los diferentes recursos disponibles en las respuestas de salud y crecimiento.
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1.1 Biologia de Totoaba macdonaldi

1.1.1 Generalidades

Totoaba macdonaldi (Gilbert, 1890) es un teledsteo que presenta las tallas mas
grandes dentro de los miembros de la familia Sciaenidae, con longitudes de hasta 2 metros y
pesos superiores a los 100 kg reportados en organismos silvestres (Cisneros-Mata et al.,
1995). Las principales caracteristicas morfolégicas de la totoaba son: cuerpo alargado,
comprimido y margen del preopérculo casi liso; posee de 15 a 20 espinas en el primer arco
branquial (10-16 en la rama inferior); aleta dorsal con una escotadura fuerte con 10 a 11
radios duros y 23 a 26 radios blandos; aleta anal con 2 radios duros, 7 a 8 blandos y una
segunda espina moderada; aleta pectoral con 15-17 radios; margen de la aleta caudal
puntiaguda, los radiales mediales alargados. Los adultos son de color plateado cenizo y
aletas oscuras. La totoaba posee una boca grande, oblicua; hocico puntiagudo, mandibula
inferior saliente sin barbillas; dientes conicos dispuestos en bandas angostas en la fila
externa de la mandibula superior y algunos dientes puntiagudos al extremo de la mandibula;
fila interna de dientes de la mandibula inferior ligeramente mas grandes que los de la fila
externa. Los juveniles se caracterizan por presentar machas circulares en los costados

(Figura 1).
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Figura 1. Totoaba macdonaldi en etapa adulta (izquierda) y juvenil (derecha) en
las instalaciones de la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura, Facultad de
Ciencias Marinas (UABC), Ensenada B.C.

Geogréficamente, la totoaba es una especie endémica del Golfo de California,
México. Los organismos se distribuyen desde la desembocadura del rio Colorado hasta
Bahia Concepcion en la costa occidental del Golfo de California; y hasta la desembocadura
del rio Fuerte, Sinaloa, en la costa oriental (Figura 2), aunque actualmente, se supone

restringida a la zona del Alto Golfo de California (CITES, 2005, Valenzuela-Quifiones et al.,

2011).

Figura 2. Distribucién geogréfica
de T. macdonaldi en México. A)
Baja California; B) Sonora; C)
Sinaloa; D) Baja California Sur.
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Respecto a su habitat, los adultos de T. macdonaldi son organismos demersales que
se encuentran desde las zonas costeras hasta profundidades de 25 metros, pero que en
época reproductiva migran al delta del rio Colorado en el Alto Golfo de California, reconocida
como area de desove y crianza. Ahi, los juveniles suelen observarse en las bocas de los rios
y alrededor de arrecifes rocosos durante los primeros 2 ¢ 3 afios de edad. La alimentacion en
los adultos es principalmente de peces pelagicos como sardinas, anchovetas y jaibas;
mientras que los juveniles se alimentan de anfipodos y otros crustaceos benténicos, asi
como de pequeiios peces como lisas y grufiones (Cisneros-Mata et al., 1995; Rodriguez y

Hamman, 1997).

1.1.2 Estado actual y retos del futuro

Desde el punto de vista comercial, la totoaba es una especie muy valorada por los
consumidores, debido a la excelente textura y sabor de su carne. No obstante, las
caracteristicas biolégicas de la totoaba, como su longevidad (llega a vivir mas de 20 afos),
madurez sexual tardia (inicia entre los 6 y 7 afios de edad), la sobreexplotacién pesquera y
los impactos antropogénicos de su ambiente natural, colocaron a T. macdonaldi en la lista de
especies en peligro de extincion por la Convencidn sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES, 2005). Como medidas
implementadas para permitir la recuperacion de las poblaciones silvestres de totoaba, se
establecieron las disposiciones oficiales de veda total y permanente de la extraccién de

organismos del Golfo de California. También fue creado un programa para llevar a cabo la
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reproduccion en cautiverio de esta especie con la finalidad de contribuir a la recuperacion de

sus poblaciones (True et al., 1997; True, 2012).

Los avances logrados en la produccion de juveniles de totoaba por parte de la
Universidad Autdnoma de Baja California, asi como a las caracteristicas mostradas por esta
especie (aceptacion de alimentos formulados y rapido crecimiento en cautiverio), ha colocado
a la totoaba como especie de alto potencial para la acuacultura comercial en Baja California,
Sonora y Sinaloa, México, por lo que actualmente se estan realizando cultivos piloto-
comerciales de juveniles de totoaba (Diario oficial de la Federacién, 25 de septiembre de

2009).

N. Schmidt menciona que pese a que los juveniles de totoaba aceptan alimentos
comerciales formulados para otras especies (alimento comercial para trucha), a medida que
se ha avanzado en el proceso del cultivo comercial de esta especie, se han presentado
diversos problemas de salud como letargia, falta de apetito, pigmentaciéon amarillenta de la
piel de los peces y en casos extremos mortalidad en los cultivos (comunicacion personal,
junio 2010). Asimismo, se ha encontrado que el higado de estos organismos presento
alteraciones avanzadas con apariencia granulosa y tonalidades verdosas, con el apoyo de
disecciones de organismos muertos provenientes de cultivos donde los organismos fueron

alimentados con formulas comerciales para otras especies, (Figura 3).
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Figura 3: Visceras de juveniles de
totoaba en condiciones de cultivo piloto
comercial. Notese la ictericia en arcos
branquiales (cabeza de flecha) y los
nodulos blancos y la coloracién verdosa
del higado (flecha).

La Dra. M. Flores |. comenta que los analisis microbioldgicas e histopatoldgicos de
las muestras de totoaba no identificaron la presencia o desarrollo de procesos infecciosos o
parasitarios como causas posibles del desarrollo del sindrome de higado verde
(comunicacion personal, 2011). Esta problematica se ha convertido en un tema imperante
de investigacion para generar informacion que permita enfrentar el problema, y en el mejor

de los casos, prevenirlo.

1.1.3 Estudios realizados

Los estudios que se han realizado para conocer las caracteristicas reproductivas de
T. macdonaldi, reportan que esta especie desova en multiples ocasiones (3 6 mas desoves al
afio), con un ciclo reproductivo de tipo sincrénico de grupo y cuya época reproductiva esta
establecida en verano. Estudios del desarrollo larvario y de la expresion y actividad de
enzimas digestivas durante el desarrollo del tracto digestivo, indican que la metamorfosis de

totoaba tiene lugar entre los 35 y 50 dias post-eclosion, mientras que el proceso de destete
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con dietas formuladas puede ser realizado a partir del dia 27 (True et al., 1997; Morales,

1999; Sandoval, 2002; Galaviz, 2011; True, 2012).

Para conocer parte de los requerimientos nutricionales de la totoaba, se han
realizado estudios de composicion bioquimica, acidos grasos en musculo y visceras de
organismos silvestres y cultivados (Lopez et al.,, 2006). Se han realizado ensayos
experimentales para evaluar el crecimiento, composicion proximal y sobrevivencia de
juveniles de totoaba ante diferentes tasas de alimentacion, variacion de los niveles de
energia en alimentos formulados, niveles dietarios de acidos grasos (AG) n-3 y variaciones
en las razones de proteina: energia y carbohidratos: lipidos (Solérzano et al., 2006; Vizcaino
Pérez, 2008; Gonzalez Acevedo et al., 2010; Villareal et al., 2011; Minjarez-Osorio et al.,
2012). Los resultados de los diferentes estudios reportan que los juveniles tempranos de
totoaba (menores de 30 gramos) requieren de bajas a moderadas cantidades de lipidos (8-
15%) (Vizcaino Pérez, 2008; Rueda-Lopez et al., 2011), aunque recomiendan que al menos
el 1% del peso seco de la dieta esté representado por los AG n-3 (Villareal et al., 2011).
Asimismo, los estudios han encontrado que el 6ptimo crecimiento de los juveniles de totoaba
se presenta con altos contenidos de proteina cruda en las dietas (52%; Minjarez-Osorio et
al., 2012). Los reportes sugieren ademas que es posible incluir hasta 25% de carbohidratos
(almidon de maiz gelatinizado) en las dietas para totoaba sin alterar la composicion
bioquimica del pez entero y contenido energético de la porcion muscular de los juveniles

(Gonzalez Acevedo et al., 2010; Rueda-Lépez et al., 2011).
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No obstante, Gonzalez Acevedo (2011), observé que los peces alimentados con
niveles mayores de 15% de almidon presentaron coloracion hepatica andémala (Figura 4b).
Mientras que los andlisis hematologicos y de bioquimica sanguinea de ese ensayo,
encontraron un aumento de la concentracibn no-pospandrial de glucosa en la sangre y
disminucién de las proteinas totales en el plasma de los peces alimentados con cantidades
mayores al 20% de almidon en sus dietas (Bafiuelos Vargas et al., 2010). Puesto que estos
son los primeros datos reportados para la especie, alin queda sin esclarecer el efecto del uso

de carbohidratos en la respuesta fisiolégica y metabdlica de totoaba.

Figura 4: Higado de juveniles de
totoabas (4.5 afos de edad)
alimentadas con dietas comerciales
para trucha (A) y de juveniles de 4
meses de edad alimentados con
dietas con 25% de almidon
gelatinizado (B).

A medida que se ha avanzado en el proceso del cultivo comercial de totoaba y en los
estudios experimentales para la evaluacion de ingredientes alternativos, han surgido diversas
interrogantes como ¢, Cudles son las causas/efectos de los cambios en el 6rgano hepatico de
es0s organismos? ¢Existe una relacion entre los cambios de la apariencia del higado

respecto a la composicién nutricional de los alimentos proporcionados? ¢Qué efectos puede
9
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provocar en la salud de los peces y del cultivo?, entre otras. No obstante, la falta de
informacion sobre las caracteristicas metabdlicas o fisiolégicas de T. macdonaldi bajo
condiciones de cultivo, ha dificultado responder a la mayoria de estas preguntas, y por ende,
brindar alternativas para su solucion. De esta manera, realizar investigacion para conocer la
respuesta metabolica de la totoaba es indispensable para avanzar en la acuacultura exitosa

de la especie.

1.2 Generalidades del metabolismo intermediario

Desde una perspectiva general, las vias de los procesos metabdlicos de nutrientes
son similares en los peces y vertebrados terrestres. No obstante, particularidades
especificas, determinan de forma importante el modo como regulan su metabolismo
intermediario e influye directamente en la relacion entre energia y nutrientes que requieren
(Guillaume, 2004). Ademas, los peces tienen como caracteristica distintiva, su sensibilidad a
los factores bidticos y abidticos, y el papel particular de estos en los diferentes tejidos y
organos. Conjuntamente, los peces marinos, en su mayoria carnivoros, han adaptado su
metabolismo para el alto contenido proteico y pocos hidratos de carbono en su alimento, lo
gue hace inconveniente unificar las respuestas metabdlicas ante deficiencias nutricionales

entre especies (Drabowski y Guderley, 2002; Guillaume, 2004).

Sin bien el andlisis del metabolismo intermediario es complejo para cualquier
organismo, estudios clasicos destacan el papel clave de sitios reguladores en las diferentes
vias (enzimas) a través de los cuales el flujo en los procesos puede ser controlada o darle

10
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seguimiento en la media en que se modifica la velocidad a la que las enzimas catalizan sus
reacciones (Drabowski y Guderley, 2002; Salway y Granner, 2004). Asi, factores como
cambios en la disponibilidad de sustratos, de niveles de co-factores y de la union intracelular
de enzimas, pueden modificar su actividad catalitica o la eficiencia de la transferencia de
sustratos entre estas. De esta manera, medir la actividad de las enzimas clave en los tejidos
se considera un buen indicador del grado de especializacion de dicho tejido u érgano

(Drabowski y Guderley, 2002; Salway y Granner, 2004).

En el siguiente apartado se describe de manera sintetizada las principales vias

metabdlicas, con particular énfasis en el contenido de la presente tesis.

1.2.1 Metabolismo de proteinas

Todos los animales requieren de un constante aporte dietario de AA que cubran sus
requerimientos para la sintesis de proteinas estructurales y los componentes que participan
en diferentes procesos fisiologicos y metabdlicos (Wilson, 2002; Li et al., 2009). Los AA se
localizan principalmente en forma de proteinas en los tejidos y estas son constantemente
reparadas y renovadas a través de continuos procesos de catabolismo y anabolismo
proteico; por lo que los AA que se encuentran en su forma libre pueden tener diferentes
origenes: provenientes de la digestion proteica de la dieta, de la biosintesis de novo o por la

hidrélisis de proteinas corporales (Guillaume, 2004).

11
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La sintesis de los AA no esenciales (AANE) se lleva a cabo principalmente en el
higado, mediante procesos de transaminacion a partir de intermediarios generados en las
vias de la glucodlisis, la via de la pentosa fosfato y del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA,
por sus siglas en inglés). Por otro lado, condiciones de ayuno prolongado o un excedente de
AA provenientes de la alimentacion estimulan los procesos del catabolismo de los AA ya sea
para su oxidacion, generacion de glucosa via gluconeogénesis 0 su almacenamiento en
forma de grasa (Salway y Granner, 2004). En los peces, el metabolismo muestra preferencia
por la oxidacion de los AA con fines de obtencion de energia, siendo el musculo e higado
capaces de desaminar todos los AA que forman a las proteinas para tal fin a través del
proceso de transdesaminacion (que involucra las reacciones reversibles de la transaminacion
y el proceso de desaminacion), donde los AA son transformados en intermediarios
metabdlicos (piruvato, acetil-CoA, succinil-CoA, fumarato, acetoacetato, oxalacetato y a-
cetoglutarato) que pueden entrar al TCA para la obtencion de energia. En los peces, resulta
fundamental el adecuado suministro de AA proporcionados por la dieta, ya que de esta
manera se evita el catabolismo proteico corporal y la consecuente disminucién del musculo y
crecimiento de los organismos. Por otro lado, un exceso de AA provenientes de la
alimentacion genera un aumento de la actividad de gluconeogénesis, con la consiguiente
produccion de desecho nitrogenados, sin que esto signifique el aumento de la sintesis y
retencién de proteinas corporales (Walton y Cowey, 1982; Guillaume, 2004); mientras que el
desbalance en la relacion de AA esenciales (AAE)/ AANE puede tener efectos en la

regulacion de las diferentes vias metabdlicas (Li et al., 2009; Oliva-Teles, 2012).

1.2.2 Metabolismo de lipidos
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En los peces, particularmente en los carnivoros o en las especies con reducida
capacidad de utilizacion de carbohidratos, los lipidos representan un importante suministro
de energia. El metabolismo de lipidos para obtencion de energia en los peces, similar que los
mamiferos, es llevado a cabo a través del proceso de B-oxidacion mitocondrial, donde los AG
son oxidados hasta acetil-CoA, que puede ser utilizada en la via TCA con fines de obtencion
de energia o para la produccion de precursores metabdlicos (Guillaume, 2004). Ademas, los
lipidos de la alimentaciéon son fundamentales para proporcionar los AG poliinsaturados
(PUFA, por sus siglas en inglés) de la serie n-6 y n-3, que por no poder ser sintetizados por
los organismos son considerados AG esenciales (AGE). Estos AGE son indispensables en el
adecuado funcionamiento del metabolismo celular, en el mantenimiento de la integridad de
las estructuras de membranas celulares y para la produccion de nuevos lipidos durante el
crecimiento de los animales. Los peces, a diferencia de los animales terrestres, muestran

altos requerimientos por los AGE de la serie n-3 (Sargent et al., 2002; Guillaume, 2004).

Los AG que se encuentran en su forma libre en los tejidos animales pueden provenir
tanto de los lipidos dietarios, como por la sintesis de AG de novo (obtenidos a partir de acetil-
CoA derivado de los carbohidratos y aminoacidos) llevado a cabo principalmente en el tejido
hepatico. Diferentes etapas de reduccion son necesarias para la sintesis de los AG de novo y
en cada etapa se requiere de Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH)
como donador de hidrogeno (principalmente proporcionado por la via de la pentosa fosfato,

descrito méas adelante) (Salway y Granner, 2004).
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Cabe mencionar que la sintesis de AG de novo puede también ser estimulada a
partir de la produccion de acetil-CoA derivada del catabolismo de los AA. Mientras que el
suministro de lipidos por encima de los requerimientos da como resultado la inhibicién de los
procesos de lipogénesis. Sin embargo, tras ser cubiertas las necesidades energéticas de los
animales, los AG libres son esterificados con glicerol para formar triacilglicéridos que son
almacenados en los tejidos adiposo, hepatico y muscular (Sargent et al., 2002; Guillaume,

2004).

1.2.3 Metabolismo de carbohidratos

Los carbohidratos son uno de los principales elementos organicos de los cuales los
organismos vivos estan compuestos y son la fuente principal de energia quimica para los
tejidos en la mayoria de los organismos. La digestion de los carbohidratos genera como
producto principal a la glucosa, que a su vez, requiere ser fosforilada a glucosa 6- fosfato
(G6P) para poder ser utilizada en alguna de sus 3 rutas metabdlicas principales: glucolisis,
glucogénesis y/o la via de la pentosa fosfato (Drabowski y Guderley, 2002; Salway y

Granner, 2004).

En los peces, la principal via del catabolismo de glucosa es la glucdlisis, cuya ruta
metabdlica es similar a la observada en los mamiferos. A través de esta via, una molécula de
glucosa genera 2 moléculas de ATP una vez que entra en la via de TCA, lo que es
considerado como un aprovechamiento limitado de la energia utilizable de la glucosa por los
peces. La mayor actividad de glucdlisis en estos organismos se presenta en el musculo
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cardiaco, esquelético y tejido hepatico, aunque en este ultimo la actividad glucolitica es
primordialmente utilizada para suministrar precursores necesarios en la biosintesis de otras
moléculas y/o en los mecanismos de oxido-reduccion (Drabowski y Guderley, 2002; Salway y

Granner, 2004).

Por otra parte, tras ser cubiertas las necesidades energéticas celulares, la glucosa no
utilizada para glucolisis es almacenada en forma de glucégeno. El glucégeno es formado a
través del proceso de glucogénesis, donde grandes cantidades de moléculas individuales de
glucosa son unidas de manera compacta para formar estructuras esféricas que son
acumuladas en el higado y el muasculo. El glucogeno puede ser sintetizado durante y
después de la alimentacién, bien por la incorporacion de la glucosa sanguinea o por la

generacion de G6P durante la gluconeogénesis (Drabowski y Guderley, 2002).

Otra ruta para el metabolismo de la glucosa es la via de la pentosa fosfato. La G6P
gue entra en este proceso es destinada a 2 procesos fisiologicos principales: produccion de
NADPH vy de ribosa 5-fosfato. La NADPH es una molécula cuyo poder reductor es necesario
para la biosintesis de AG, colesterol y en la proteccién celular contra radicales libres;
mientras que la ribosa 5-fosfato es utilizada para la biosintesis de &cidos nucléicos,
nucleodtidos, purinas y pirimidinas (Salway y Granner, 2004). Aunque la ruta de la pentosa
fosfato es ubicua para todas las células; en los peces, el tejido hepatico presenta la mayor
actividad, especialmente durante la lipogénesis y en los procesos de adaptacion a diferentes

temperaturas (Walton y Cowey, 1982; Drabowski y Guderley, 2002; Guillaume, 2004).
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Por el contrario, en condiciones de ayuno o ejercicio prolongado, los organismos
deben cubrir las necesidades de glucosa de las células del sistema nervioso, sanguineo y
reproductivo. Para conseguirlo, el metabolismo recurre al catabolismo el glucégeno
almacenado o a la sintesis de glucosa de novo a partir de la via de gluconeogénesis (Salway

y Granner, 2004).

En los peces, la gluconeogenesis es preferentemente utilizada para el suministro de
glucosa, donde los aminoacidos (AA) son el sustrato utilizado. Por lo que los carbohidratos
no son considerados esenciales en su alimentacién. Sin embargo se ha comprobado que la
inclusion de carbohidratos en cantidades adecuadas permite el ahorro de parte de los AA
gue son utilizados con fines de obtencidn energia (Walton y Cowey, 1982; Oliva Teles et al.,
2012). Ademas, la mayoria de las enzimas que participan en la glucolisis presentan actividad
reversible y forman parte del proceso de gluconeogénesis, excepto por la hexoquinasa (HK),
glucoquinasa (GK), fosfofructoquinasa (PFK) y piruvato quinasa (PK), cuya actividad
irreversible requiere de la intervencion de enzimas especificas (Walton y Cowey, 1982; Moon

y Foster, 1995; Guillaume, 2004).

1.3 Generalidades del sistema de defensa antioxidante

En los peces, como en el resto de los organismos aerobios, las diferentes vias de
catabolismo y anabolismo celular, como de los procesos de la cadena respiratoria, son una
fuente constante de agentes oxidantes y radicales libres. La producciéon de estas moléculas
tiene un papel esencial para las reacciones que dan lugar a las diversas formas de vida y
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forman parte de la homeostasis celular. Sin embargo, la interaccion de los agentes oxidantes
y radicales libres con moléculas biologicas (lipidos, proteinas y carbohidratos) puede dar
lugar a alteraciones en la estructura y funcionalidad de estas moléculas, derivando en
diversas patologias crénicas o degenerativas. Por lo que los organismos han desarrollado
diferentes mecanismos de defensa antioxidante para controlar la presencia de los radicales
libres y agentes oxidantes, asi como eliminar o reparar los componentes celulares ya

dafados (Trenzado et al., 2006; Grune, 2005).

1.3.1 Radicales libres y especies reactivas en el desarrollo de estrés oxidativo

Los radicales libres son definidos como cualquier especie quimica, atomo o
molécula, que presenta uno o mas electrones no apareados en uno de sus orbitales
electronicos. Las especies reactivas se caracterizan por poseer al menos un electron en un
orbital de mayor contenido energético que el correspondiente a su estado fundamental. Las
especies reactivas derivadas del oxigeno o “especies de oxigeno reactivo” (ROS, por sus
siglas en inglés) que incluyen al i6n superoxido (0O,"), peréxido de hidrogeno (H,0,) y al
radical hidroxilo (OH") son consideradas las mas importantes por la fuerte toxicidad e

inestabilidad que tienen (Packer, 1994; Grune, 2005).

Las fuentes de produccion de radicales libres y especies reactivas son diversas y
suelen clasificarse en exdgenas y enddgenas. Los factores enddégenos que mas generan
estos elementos son la cadena de transporte electronico mitocondrial y la Ultima fase del
estallido respiratorio; este ultimo activado ya sea por la presencia de agentes infecciosos o
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estimulos no infecciosos, que generan una gran cantidad de radicales libres. Asimismo, los
lisosomas y la activacion de enzimas del metabolismo intermediario celular como la xantina
oxidasa, urato oxidasa y acil-CoA oxidasa contribuyen a las formacion de ROS. Las fuentes
exdgenas que generan cantidades importantes de radicales libres y especies reactivas son

los xenobioticos, hiperoxia, radiaciones ionizantes y ozono (Grune, 2005).

El aumento de los radicales libres y ROS, ya sea por el incremento en su produccion
o0 por la respuesta insuficiente del sistema antioxidante, son causa de estrés oxidativo.
Diversos estudios en salud humana, animales domésticos terrestres y acuaticos, indican que
el estrés oxidativo genera dafo al ADN, lipidos y proteinas celulares, y por lo tanto repercute
en el aumento de los procesos de lipoperoxidacion (LPO) de membranas y organelos
celulares y de la peroxidacion de acidos nucléicos, proteinas y carbohidratos. El estrés
oxidativo se considera la causa principal del desarrollo de multiples patologias como
degeneracion de la retina, cardiopatias, arterosclerosis, diabetes mellitus, neoplasias,
enfermedades inflamatorias, enfermedades degenerativas del sistema nervioso, del higado
graso, entre otras (Huerta-Jiménez et al., 2005; Pham-Huy et al., 2008). En los peces, se ha
demostrado que subitas variaciones ambientales (temperatura, pH, salinidad, O;) o
exposicion a xenobiodticos, asi como de deficiencias de antioxidantes en las dietas, generan
alta susceptibilidad ante procesos de estrés oxidativo que derivan en la supresion de la
respuesta inmune, el aumento en los niveles de LPO y dafio hepatico (Huerta-Jiménez et al.,

2005; Martinez-Alvarez et al., 2005; Pérez-Jiménez et al., 2007; Castro et al., 2012).
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1.3.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que inhiben o retardan la oxidacion de sustratos
oxidables, impidiendo la formacion de los radicales libres y especies reactivas 0
eliminandolos cuando ya se han formado, lo que ayuda a prevenir el desarrollo de estrés
oxidativo. Los antioxidantes se clasifican en enzimaticos y no enzimaticos (Grune, 2005;

Pham-Huy et al., 2008).

1.3.3 Antioxidantes enzimaticos

Superoxido dismutasa (SOD)

La SOD es la primera linea de defensa contra la produccion de ROS, ya que cataliza
la dismutacion de ion superoxido a peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular. Esta enzima
se encuentra ampliamente distribuida en los organismos aerobios, localizada principalmente
en el citosol, mitocondrias y lisosomas. En animales vertebrados se ha demostrado una
correlacion positiva entre la actividad de SOD y la tolerancia a la toxicidad de los ROS
(Pérez-Campo et al., 1993). Asimismo, dado que el higado presenta alta actividad metabdlica
y consumo de oxigeno, la medicion de la actividad de SOD en este 6rgano suele ser
empleado como referencia de la condicién del sistema de defensa antioxidante. También se
ha determinado que la actividad de la SOD es considerable en los eritrocitos de los peces

(Wilhelm-Filho et al., 1993; Trenzado et al., 2006).
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Algunos autores han asociado los niveles de actividad de SOD en relacion al nicho
ecoldgico que ocupan los peces, de manera que los organismos que requieren una mayor
tasa de consumo de oxigeno (como los pelagicos), también mostraran una mayor actividad
de SOD. También se considera que el factor filogenético tiene influencia en la actividad de
SOD de los peces, es decir, mientras mas antigua la especie, menor actividad de SOD estara

presente. (Trenzado et al., 2006).

Por otra parte, si bien la actividad de SOD actua como primer linea de defensa, el
aumento de la actividad de esta enzima debe estar acompafiada por el aumento de la
actividad de las enzimas catalasa y glutation peroxidasa (descritas a continuacion) para
neutralizar los efectos toxicos del peroxido de hidrégeno (H,O,) generado durante la

actividad de la SOD (Kruk, 1998).

Catalasa (CAT)

La CAT es una enzima cuya funcion principal es la de descomponer el H,O, en agua
y oxigeno molecular, evitando asi la accion toxica del H,O, formada en las células. La CAT
puede funcionar como una enzima anti-peroxidante cuando los niveles del H,O, son bajos y
existen en el medio donadores de hidrogeno como el metanol, fenol o acido formico. La CAT
se encuentra ampliamente distribuida en los organismos eucariontes. En los animales, todas
las células presentan actividad de CAT, la cual en la mayoria de los casos, se ubica
generalmente en los peroxisomas, debido a la alta produccién de H,O, durante el proceso

de B-oxidacion en estos organelos (Winston y Di Giulio, 1991; Kruk, 1998; Grune, 2005).
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En los peces, la mayor actividad de CAT se ha reportado en los eritrocitos y el
higado. Diferentes estudios han demostrado que existe correlacion positiva entre el aumento
de la actividad de CAT con respecto a la SOD en el higado (Morales et al., 2004; Trenzado et

al., 2006; Castro et al., 2012).

Glutation peroxidasa (GPx)

La GPx funciona, al igual que la CAT en cuanto a la descomposicion del H,O». Sin
embargo, la GPx es considerada el anti-peroxidante mas importante por su capacidad de
reducir los peroxidos organicos y disminuir la tasa de propagacion de los LPO, al convertir los
gue ya se han producido en compuestos menos téxicos. La GPx es una enzima de amplia
distribucion en los organismos eucariontes, incluso en algunas bacterias. En los animales se
ha detectado en la mayoria de los tejidos, siendo el higado y corazon donde se han
reportado las actividades mas altas. La GPx se localiza en el citosol, reticulo endoplasmico,
en la matriz mitocondrial y entre la membrana interna y externa de las mitocondrias (Kruk,

1998).

Por otra parte, la GPx es una enzima dependiente de la disponibilidad del
antioxidante glutation reducido (conocido como GSH debido a la presencia del grupo activo
SH en la cisteina que forma parte del glutation). El GSH es un donador de hidrégeno (desde
le grupo SH) utilizado por la GPx durante las diferentes reacciones de reduccion de los H,0,
y otros hidroperoxidos, donde el GSH es oxidado a su forma GSSG. Por lo que, un buen
funcionamiento de GPx requiere de un suministro constante y suficiente de GSH (Kruk,
1998).
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Glutation reductasa (GR)

La GR es la enzima responsable de proveer la GSH requerido por la GPx. En
condiciones fisiologicas normales se considera que la GR ayuda a mantener una relacion de
GSH: GSSG de 10:1. Para lo cual la GR utiliza una molécula de NADPH y un hidrogeno para
transformar una molécula de GSSG a su estado reducido (GSH). Por lo que la distribucion de
GR en los tejidos y compartimentos celulares es similar a la de GPx (Packer 1994; Kruk,

1998; Grune, 2005).

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD)

La G6PD forma parte de la via de la pentosa fosfatos (descrita en el apartado 1.2.1)
cuya funcion primordial es la de proveer del poder reductor de la NADPH utilizando G6P
como sustrato (Salway y Granner, 2004). Dado que el NADPH proporcionado por la G6PD es
utilizado para la reduccion del GSSG; las enzimas GPx, GR y G6PD son consideradas un
sistema antioxidante integral en el higado y los eritrocitos, cuyas células estan
constantemente expuestas a los efectos toxicos de las ROS y radicales libres (Packer 1994;

Kruk, 1998).

1.3.4 Antioxidantes no-enziméaticos

Los antioxidantes no-enzimaticos son definidos como las sustancias o compuestos
de bajo peso molecular que, al igual que las enzimas del sistema antioxidante, neutralizan o
destruyen los ROS vy radicales libres; de esta manera contribuyen en la prevencién de los
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procesos de estrés oxidativo. Entre los diferentes mecanismos a través de las cuales estas
moléculas actuan estan: remover los excedentes de oxigeno molecular e hidroperéxidos en
las células, descomponer los LPO en compuestos menos toxicos y reactivos, quelar los iones
metalicos y el oxigeno singlete. Sin embargo, los antioxidantes no-enzimaticos son también
oxidados durante el proceso de neutralizar o destruir los ROS o radicales libres. Por lo que
estos componentes deben ser constantemente sintetizados o incorporados a través de la
alimentacion (Kruk, 1998; Pham-Huy et al., 2008). Los antioxidantes no-enzimaticos de
origen metabdlico mas reconocidos son el GSH, L-ariginina, coenzima Q10, melatonina,

acido urico, bilirrubina, transferrina, albumina y taurina (Kruk, 1998; Pham-Huy et al., 2008).

23



Bafiuelos Vargas 1. 2014. Tesis

2 ANTECEDENTES

2.1 Papel de la taurina en peces carnivoros

La taurina (acido 2-amino-etano-sulfonico) es un amino acido libre que no forma
parte de las proteinas, pero es utilizado por los organismos en multiples funciones biolégicas,
tales como la conjugacion de sales biliares, osmorregulacion, estabilizacion de membranas
celulares, participacion en el sistema antioxidante, regulacion de neurotransmisores, en el
desarrollo del sistema visual, neural, muscular y cardiovascular. Ademas, la taurina participa
en la homeostasis de la glucosa sanguinea, en el tratamiento para la prevenciéon de los
dafos causados por la diabetes, asi como en la prevencion del desarrollo de esteatosis
hepatica y en la disminucién de los dafios provocados por el desarrollo de hepatitis cronica
(Huxtable, 1992; Hu et al., 2008; Carneiro et al., 2009; Azuma et al., 2009; Chang et al.,

2011).

La taurina es un compuesto ubicuo en los organismos vivos, abundante en el plasma
y células animales, pero practicamente ausente en el reino vegetal. Los animales de origen
marino contienen los mas altos niveles de taurina, por lo que son considerados una fuente
importante de este nutriente en la alimentacion humana (Huxtable, 1992; Divakaran, 2006;

Dragnes et al., 2009).

La mayoria de los animales poseen los mecanismos de sintesis de taurina a traves
de la via cisteinasulfinato, en la cual la enzima L-Cisteinasulfinato descarboxilasa (CSD)
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juega un papel clave. Sin embargo, se ha demostrado la esencialidad de la taurina en felinos
y algunas especies de peces carnivoros debido a que estos animales carecen o presentan
baja actividad de la enzima CSD, que junto a deficiencias de taurina en la dieta generan
efectos negativos en la salud de estos organismos. En los primates, incluyendo a los
humanos, la taurina es un nutriente condicionalmente esencial, especialmente en las etapas
tempranas del desarrollo y ante deficiencias metabdlicas para la sintesis de este nutriente

(Huxtable, 1992; Hu et al., 2008; Chang et al., 2011).

En acuacultura, la investigacion encaminada hacia el estudio de los requerimientos
de taurina en la nutriciébn de los organismos cultivados es relativamente reciente y escasa.
No obstante, los estudios realizados han demostrado que la sintesis de taurina presenta
variaciones especificas en los peces y depende de las etapas de desarrollo en que se
encuentren (Goto et al.,, 2001; Yokoyama et al., 2001; Kim et al., 2008; Pinto et al., 2010;
Takagi et al., 2010). Asi, mientras la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss posee suficientes
mecanismos para llevar a cabo la sintesis de la taurina necesaria para cubrir sus
requerimientos; el lenguado Japonés Paralichthys olivaceus posee niveles de sintesis de
taurina muy bajos comparados con la trucha arcoiris. Por su parte, el jurel cola amarilla
Seriola quinqueradiata, el atin aleta azul Thunnus thynus y el barrilete Katsuwonus pelamis
no poseen actividad de sintesis de taurina, por lo que para estas especies la fuente principal

de taurina es la aportada por la alimentacion (Yokoyama et al., 2001; Park et al., 2002).

En S. quinqueradiata, se ha comprobado la esencialidad de la taurina cuando estos
organismos son alimentados con dietas a base de proteinas vegetales. Ademas, se ha
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demostrado que el desarrollo del “sindrome de higado verde” esta relacionado con la
carencia de taurina en la dieta de estos peces. Asimismo, se ha encontrado que la taurina es
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis de los eritrocitos, funcidon hepatica y
prevencion del desarrollo del “sindrome de higado verde” en los juveniles de jurel cola
amarilla. Los requerimientos de taurina en S. quinqueradiata pueden variar en funcion del
nivel de sustitucion de la harina de pescado por proteina vegetal, que pueden ser tan altos
como 45 mg g* de dieta cuando los juveniles son alimentados con dietas en las que se ha
sustituido el 100% de la harina de pescado por concentrado de proteina de soya (PS)
(Watanabe et al., 1998; Matsunari et al., 2005; Takagi et al., 2005, 2008). Para la especie
Pagrus major o besugo, se tiene reportado que el requerimiento de taurina es de 0.5% de la
dieta utilizando caseina en sustitucion de la harina de pescado (Matsunari et al., 2008). Por
otra parte, estudios posteriores encontraron que al utilizar PS como fuente principal de
proteinas en las dietas (sin taurina suplementada) produjeron menor crecimiento,
disminucién de la eficiencia alimenticia y desarrollo de higado verde en los juveniles de P.
major. En ese estudio, los autores reportan que la suplementacion de taurina de 1 a 2% en la
dieta aumento el crecimiento en peso final de los peces en comparacion con las dietas sin
suplemento. Ademas encontraron que los peces alimentados con las dietas suplementadas
con taurina no desarrollaron higado verde (Goto et al., 2001; Takagi et al., 2006, 2010). En el
lenguado P. olivaceus se tiene reportado que el requerimiento de taurina es de 1.4% de la
dieta para lograr el 6ptimo crecimiento en peso y eficiencia alimenticia cuando los peces son
alimentados con dietas a base de harina de pescado (Park et al., 2002). Se reporta ademas,

gue la suplementacion del aminoacido cisteina no genera un aumento de la sintesis de
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taurina en P. olivaceus. Aunque los autores de este estudio no indican que se haya

desarrollado el “sindrome de higado verde” en los peces alimentados con dietas sin taurina.

Diferentes investigaciones han demostrado que la suplementacién de taurina en las
dietas produce efectos positivos en el crecimiento de peces marinos (Sakaguchi et al., 1988;
Lunger et al., 2007; Kim et al., 2007; Martinez et al., 2004; Takagi et al., 2008; Pinto et al.,
2010; Lim et al., 2013). Por otra parte, si bien se han realizado importantes avances en el
conocimiento de las causas del desarrollo del “sindrome de higado verde” en los peces
carnivoros y su relacion con la deficiencia de taurina en las dietas; aun existen vacios de
informacion importantes acerca del papel que la taurina desempefia en el metabolismo
intermediario de los peces, en particular en los animales donde la deficiencia de este
nutriente ha mostrado tener impactos negativos en la estructura del tejido hepatico y el

crecimiento de los peces.

2.2 Carbohidratos en nutricion de peces carnivoros

Diversos estudios se han realizado para determinar los niveles 6ptimos del uso de
carbohidratos en dietas para peces carnivoros con la finalidad de proveer de una fuente de
energia econémica que permita el ahorro de la utilizacion de las proteinas de las dietas con
este fin. Sin embargo, las investigaciones también han encontrado que la inclusion de
carbohidratos en las dietas para animales carnivoros puede ser causa de alteraciones en las
respuestas de los peces ante procesos de estrés y aumenta la susceptibilidad de éstos ante
el desarrollo de enfermedades (Oliva Teles et al., 2012).
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En especies como el bagre Leiocassis longirostris se tiene reportado que la inclusion
de hasta 23% de carbohidratos en la dieta en sustitucion parcial de los lipidos no genera
repercusiones negativas en el crecimiento y eficiencia alimenticia en los organismos (Tan et
al., 2007). Sin embargo, los autores reportan que mayores niveles de carbohidratos en las
dietas (junto a la disminucién de la disponibilidad de lipidos), los bagres desarrollan cambios
histopatoldgicos del higado que se caracterizan por necrosis del parénquima hepatico, con
morfologia irregular de los hepatocitos y condensacion del citoplasma. Respuestas similares
han sido reportadas para la lobina Micropterus salmoides (Amoah et al., 2008; Goodwin et
al., 2002). Para esta especie se ha reportado que incrementos del contenido de
carbohidratos (>19%) y la exposicion prolongada a estos impacta negativamente la
morfologia e histologia hepatica de los peces. Los investigadores han encontrado que los
peces alimentados por periodos prolongados con altos niveles de carbohidratos presentaron
higados con tamafo y coloraciones anomalas (desde un marron-gris palido hasta manchas
verdes). Los analisis histolégicos revelaron ademas vacuolizaciéon de los hepatocitos con
inflamacion crénica y granulomas en el tejido hepatico de los juveniles de M. salmoides. Por
otra parte, estudios de Pérez-Jiménez et al. (2009a), reportaron que la especie Dentex
dentex carece de la capacidad para metabolizar eficientemente altos niveles de
carbohidratos en las dietas (28%). No obstante, en esta investigacion los autores no
encontraron que los carbohidratos generaran dafio oxidativo en los lipidos y proteinas del

tejido hepatico de D. dentex (Pérez-Jiménez et al., 2009b).
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Se han logrado importantes avances en el conocimiento de los efectos positivos y
negativos del empleo de carbohidratos en las dietas para peces carnivoros. No obstante, en
especies de recién introduccion a la acuacultura como T. macdonaldi donde la problematica
del desarrollo del “sindrome de higado verde” observada tanto en organismos alimentados
con dietas comerciales (no especificas para totoaba) y con dietas con moderados niveles de
carbohidratos (20%), generan nuevas interrogantes acerca del papel que juegan nutrientes
especificos como la taurina cuando se utilizan fuentes vegetales de proteinas, incluso ante el
uso de carbohidratos en las dietas. Realizar investigacion para encontrar respuesta a estas
interrogantes es fundamental para comprender la naturaleza de estos organismos y con ello

lograr el desarrollo exitoso de la acuacultura de esta especie.
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3 JUSTIFICACION

Actualmente, el cultivo de T. macdonaldi representa una oportunidad prometedora
para diferentes sectores de produccion acuicola en el noroeste de nuestro pais. No obstante,
lograr la acuacultura comercial de una especie carnivora depende en gran medida del
desarrollo de dietas nutricionalmente balanceadas y econdmicamente viables, para lo cual es
necesario tener conocimientos de los ingredientes potenciales a utilizar en las dietas y de la
respuesta de salud y crecimiento de los organismos ante las combinaciones de estos
ingredientes. A la fecha se han logrado diferentes avances para conocer los requerimientos de
macronutrientes en juveniles de totoaba. Sin embargo, falta informacion acerca de las
caracteristicas metabdlicas, fisioldgicas y del sistema de defensa antioxidante en la especie.
Informacidn que es fundamental para determinar las repercusiones que pueden generar las
variaciones en la composicion de nutrientes especificos y/o del uso de ingredientes particulares

sobre la condicion de salud de los peces.

Por otra parte, la reciente problematica reportada en las granjas de produccion de
totoaba por la presencia del “sindrome de higado verde” en los juveniles de totoaba, ha
generado el apremio por resolver este problema. En la literatura se tiene reportado que la
prevencion de este padecimiento es posible con la suplementacion de taurina en las dietas de
los animales carnivoros afectados por la carencia de este nutriente cuando su alimentacion es
a base de proteinas de origen vegetal. Sin embargo, en totoaba también se ha observado el
“sindrome de higado verde” en juveniles sujetos a experimentacion y alimentados con altos
niveles de carbohidratos (cuya fuente de proteina era la de harina de pescado). En este
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sentido, y considerando que la totoaba es una animal carnivoro cuya alimentacion (en
condiciones naturales) contiene cantidades abundantes de proteinas, taurina y bajas en
carbohidratos, resulta fundamental realizar investigacion respecto al papel que puede tener la
sustitucion de fuentes naturales de taurina y del uso de los carbohidratos respecto a la
respuesta metabdlica de la totoaba, asi como su relacion con el desarrollo del “sindrome de

higado verde”.

La informacion generada con estos estudios permitira avanzar en el conocimiento de

las caracteristicas particulares de la especie, asi como en la elucidacion de soluciones para

resolver el “sindrome de higado verde”.
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4 HIPOTESIS

Los juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con concentrado de proteina de
soya y almidon gelatinizado (en sustitucion de la harina y aceite de pescado) mostraran
variaciones significativas en la respuesta del metabolismo intermediario y de los diferenctes
procesos fisioldégicos de esta especie, lo que repercutird en la salud y el crecimiento de los
organismos. La suplementacion de taurina permitird la recuperacion de los procesos
fisiologicos de la especie y permitira un mayor aprovechamiento de los nutrientes desde las

fuentes vegetales evaluadas.

5 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la respuesta del metabolismo hepatico y fisiolégico de juveniles de Totoaba

macdonaldi ante la inclusion de proteina de soya y almidén en dietas suplementadas con

taurina

5.1 Objetivos especificos

a) Evaluar la respuesta de crecimiento y retencion de nutrientes de juveniles de

totoaba ante la sustituciéon parcial de harina de pescado por proteina de soya y

almidén de maiz suplementas con y sin taurina.
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b) Evaluar la respuesta de la actividad de enzimas claves del metabolismo
intermediario hepatico de juveniles de totoaba ante la sustitucion parcial de harina de
pescado por proteina de soya y almidén de maiz suplementas con y sin taurina.

C) Determinar el efecto de la proteina de soya y almidon de maiz con y sin el
suplemento taurina sobre la actividad de enzimas claves del sistema antioxidante y
los niveles de peroxidacion de lipidos en higado de juveniles de totoaba.

d) Medir la respuesta hematologica y de bioquimica sanguinea de juveniles de
totoaba ante la sustitucion parcial de harina de pescado por proteina de soya y
almidon de maiz suplementas con y sin taurina.

e) Evaluar los efectos de la inclusion de proteina de soya y del suplemente
taurina en el desarrollo y prevenciondel “sindrome de higado verde” en los juveniles
de Totoaba macdonaldi.

f) Caracterizar los cambios histologicos del tejido hepatico de juveniles de

totoaba en relacion a la composicion de las dietas experimentales.
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EXPERIMENTO I: Efectos en juveniles de totoaba de dos niveles de concentrado de

proteina de soya con y sin suplemento taurina en dietas.

2.1 Disefio y elaboracién de dietas experimentales

Fueron elaboradas 4 dietas experimentales con 2 niveles de concentrado de proteina
de soya (PS) en sustitucion de la harina de pescado (30 y 60%) sin y con el suplemento de
1% de taurina (PS30, PS60, PS30T y PS60T, respectivamente). Se elabord una dieta control
(control) tomando como base los mejores resultados en estudios preliminares con totoaba
(Lépez et al., 2006; Solorzano et al., 2006; Vizcaino Pérez, 2008; Gonzalez Acevedo, 2011),
la cual se prepar6 con 55% de proteina cruda (con harina de pescado como fuente principal
de proteinas) y 10% de almidon de maiz gelatinizado. Las dietas experimentales fueron
suplementadas con metionina hasta niveles similares a los proporcionados por la dieta

control. El contenido de ingredientes se presenta en la Tabla 1.
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Tabla 1. Ingredientes de las dietas experimentales elaboradas con concentrado de
proteina de soya sin y con el suplemento taurina.

Ingredientes (g kg™ materia seca) Control PS30 PS30T PS60 PS60T

Harina de pescado’ 627 430 430 235 235
Concentrado de proteina de soya® 0 195 195 389 389
Harina de krill 90 90 80 90 80
Gelatina 50 50 50 50 50
Almidén de maiz 100 100 100 100 100
Celulosa 42 24 23 6 5
Aceite de pescado 34 52 52 69 69
Mezcla de Minerales® 30 30 30 30 30
Mezcla de Vitaminas® 28 28 28 28 28
Metionina® 0.0 2.2 2.3 4.4 4.5
Taurina® 0.0 0.0 10.0 0.0 10.0

1 Harina de pescado comercial HighPro (proteina cruda: 71%; lipidos crudos: 12%;
cenizas: 17%).

2 Concentrado de proteina de soya de SilverCup (proteina cruda: 71%; lipidos crudos:
2.6%; cenizas: 7%; Extracto libre de nitrdgeno: 19.4%).

3 Mezcla de minerales (g kg'l): KH,PO,4 320; NaH,PO,, 250; Ca (H,PO,),, 200;
MgSO47H20, 150; CgH10Ca0g, 35; C¢HsFeO4, 25; NacCl, 10; ZnS0,4.7H,0, 3.53;
MnS0O,4.H,0, 1.62; CuS0O,4.5H,0, 0.31; CoCl,.6H,0, 0.01.

4 Mezcla de Vitaminas (mg kg'l dieta): inositol, 256.39; niacina, 51.28; riboflavina; p-
aminoacido benzoico, 25.53; &cido pantoténico, 17.92; 3-carotenos, 9.39; menadiona,
6.11; tiamina, 3.85; piridoxina, 3.06; acido félico, 0.96; biotina, 0.39; colecalciferol,
25793IU; cianocobalamina, 5.59; cloruro de colina 20.0.

5 Aminoacidos de Pharmaceutical Co., LTD.

Para la elaboracién de las diferentes dietas experimentales y dieta control, los
ingredientes fueron homogenizados (excepto el aceite de pescado, el almidén, la taurina,
metionina y gelatina) en una mezcladora Kitchen Aid. Posteriormente se adicioné el aceite de
pescado y el almidén (previamente hidratado en agua caliente). La taurina y la metionina se
mezclaron con la gelatina que fue posteriormente hidratada con agua caliente y adicionada a
la mezcla de ingredientes. Finalmente, la masa obtenida de los ingredientes fue peletizada a
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través de una boquilla con salidas de 3 mm. Los pellets formados fueron secados a 65 °C por
24 h en una estufa de conveccion. Las dietas secas fueron almacenadas en bolsas de
plastico selladas herméticamente a -20 °C hasta su uso. La composicién bioquimica proximal
y de aminoéacidos (AA) de las dietas (metodologia descrita mas adelante) es presenta en la

Tabla 2 (ver apartado de métodos analiticos abajo).

2.2 Condiciones de cultivo

Para el presente experimento, 480 ejemplares de T. macdonaldi fueron
proporcionados por la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la Facultad de
Ciencias Marinas de la UABC. Asimismo, el desarrollo experimental del cultivo se realizé en

la UBP.
Los 480 juveniles de totoaba (con peso inicial de 7.5 £ 0.5 g) fueron distribuidos en

grupos de 32 organismos por réplica (tanque), con 3 réplicas para cada tratamiento. La

distribucion de las réplicas fue de manera aleatoria simple.
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Tabla 2 Composicion proximal y composicion de aminoacidos esenciales (AAE) y
no esenciales (AANE) de las dietas elaboradas con concentrado de proteina de
soya sin y con el suplemento taurina.

Composicion proximal, %  Control PS30 PS30T PS60 PS60T

Materia seca 94.1 94.2 94.3 93.9 93.3
Proteina cruda 55.3 54.5 55.5 56.1 54.8
Lipidos crudos 12.6 12.3 12.6 12.2 12.6
Almidon 10.5 9.80 10.1 10.9 9.60
Cenizas 15.7 14.1 135 13.1 13.1
ELN! 0.00 3.50 2.60 1.60 3.20
Energia total (kJ g™ dieta) 19.5 20.4 20.9 20.3 19.7

Aminoécidos, g 100g™
Materia Seca

AAE

Histidina 1.7 1.8 1.5 1.7 1.4
Arginina 3.8 4.0 3.9 3.8 3.6
Treonina 2.4 25 2.3 2.6 25
Valina 2.7 3.0 2.9 3.2 2.8
Metionina 1.6 1.7 1.6 1.7 1.6
Lisina 3.9 3.9 3.6 3.9 35
Isoleucina 2.7 2.4 3.0 2.7 2.3
Leucina 45 4.4 4.4 4.8 4.4
Fenilalanina 2.4 2.7 2.8 3.1 2.8
AANE

Acido aspartico 3.7 4.1 4.6 5.0 4.2
Serina 2.5 2.8 2.9 3.1 2.9
Acido glutamico 8.7 8.2 7.8 7.2 7.2
Glicina 45 3.8 3.3 3.6 3.8
Alanina 4.1 3.5 3.0 3.3 3.0
Prolina 3.6 3.3 3.3 3.8 3.4
Tirosina 1.9 2.0 2.1 2.3 2.2

Condicionalmente esencial
Taurina 0.5 0.2 1.3 0.3 1.5

1 Extracto libre de nitrégeno = 100 — (humedad+proteina cruda + lipidos crudos +
almidén + cenizas).
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El bioensayo de alimentacion fue realizado en un sistema de cultivo con 16 tanques
de 70 L y una tasa de recambio de agua de 1.5 L min™ dentro de cada tanque. Se utilizé agua
de mar filtrada a través de un filtro de arena, seguido por 2 filtros de cartuchos de 20y 10 um,
con exposicion final a una lampara de luz UV. En el transcurso del experimento fueron
monitoreados y controlados los parametros de temperatura (23.5 0.5 °C), oxigeno (6 £0.5 mg

L) y fotoperiodo (12 h luz: 12 h oscuridad).

El periodo experimental tuvo una duracion de 45 dias. Los peces fueron alimentados
hasta aparente saciedad, 3 veces al dia (8:00, 13:00 y 18:00h), 7 dias a la semana. Se tomé
especial cuidado para evitar que en los tanques no quedara alimento sin consumir por los
peces. Al final de la dltima alimentacion de cada dia fue registrando el consumo del alimento
por dia por tanque (£0.01g). Después de la primer y ultima alimentacion del dia (pasado un
periodo de al menos 90 minutos) se procedia a realizar la limpieza individual de los tanques a

través de sifoneo.

2.3 Biometrias de peso y obtencion de muestras

Previo a las biometrias de peso y longitud, los peces se sometieron a ayuno por 24
horas. Los peces fueron anestesiados con una mezcla de 150 mg L™ de aceite de clavo
(grado SIGMA) diluido en etanol al 70% a razon de 1:9. Posteriormente se realizaron las
mediciones individuales de peso (£0.019g) y longitud (£0.1cm) al inicio y final del experimento.
Al inicio del experimento, del lote donde se obtuvieron los organismos para experimentacion,
se tomarén 8 muestras de higado y 4 muestras de pez entero para los analisis de
composicion proximal inicial.
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Después de la biometria final, los peces fueron alimentados de manera regular por 3
dias para disminuir los efectos del estrés por manejo. Posteriormente los peces fueron
sometidos a 24 horas de ayuno. Para los analisis hematoldgicos, se colectaron muestras
individuales de sangre de 8 peces por réplica (24 por tratamiento). La sangre se colectd a
través de puncién cardiaca con jeringas con 0.1 ml de solucién EDTA (7.5 mg ml™* sangre)
como anticoagulante. Las muestras se procesaron inmediatamente para los analisis de
eritrocitos circulantes, hemoglobina y hematocrito. El resto de las muestras de sangre fue
centrifugada a 12,000 rpm por 5 minutos a 4°C (Atencio-Garcia et al., 2007). Se colecto el
plasma y se almacend en refrigeraciéon para los analisis de concentracién de proteinas
totales, albumina y glucosa. Posterior a la colecta de sangre, los peces utilizados para
hematologia fueron sacrificados con sobredosis de anestesia de tricaina (MS-222) para los
analisis de composicion proximal en higado y pez entero (4 peces para higado y 4 para pez

entero por cada réplica).

Los peces restantes fueron alimentados de manera regular por 3 dias. Al cuarto dia 'y
después de 6 h de la primera alimentacion, 6 peces por réplica fueron anestesiados por
inmersion en 1:1000 (v/v) de solucion de aceite de clavo y sacrificados con un corte rapido de
la cabeza. El higado de cada organismo fue rapidamente colectado en una cama de hielo frio,
congelado de inmediato en hielo seco y almacenado a -80 °C para posteriores andlisis de
glucdégeno, enzimas del metabolismo intermediario y sistema antioxidante (2 peces para

glucégeno y 4 para las enzimas del metabolismo intermediario y sistema antioxidante).
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Finalmente, 3 peces mas por réplica fueron sacrificados con una sobredosis de anestesia. El
higado de cada pez fue extraido y sumergido en la solucion fijadora Davidson (Anexo 1) a
una razon de 1:10 partes de muestra: solucidn, respectivamente, durante 24 horas.
Posteriormente las muestras fueron deshidratadas e incluidas en parafina (Anexo 1) para su

posterior procesamiento y analisis histopatolégico (descritos més adelante).

2.4 Parametros de crecimiento, eficiencia alimenticia y retencién de nutrientes

A continuacion se describen los calculos para cada uno de los parametros utilizados

en este trabajo:

Supervivencia:

Supervivencia (%) = (Numero de peces al final / Numero de peces al inicio) * 100.

Peso ganado:

Peso ganado (g kg ABW- day?) = [((PF-PI) x1000) / ABW ]/ dias

ABW (promedio del peso corporal)= ((PF+Pl) /2)

Donde PF es el peso final, Pl es el peso inicial (ambos en gramos).

indice de crecimiento diario (ICD):

ICD = ((PFY® — PI*®) / dias) x100

Iindice Hepatosomatico (IHS):

IHS (%) = (Peso higado / peso del pez) x 100

41



Bafiuelos Vargas 1. 2014. Tesis

Ingestion diaria de alimento (IDA):

IDA (g kg ABW™ dia™) = (ID * 1000) / ABW / dias

Donde ID es el promedio de ingesta de alimento (materia seca) (g pez* dia); ABW

es el promedio del peso corporal (descrito anteriormente).

Eficiencia Alimenticia (EA):

EA = (Peso humedo ganado / alimento seco consumida).

Eficiencia Proteica (EP):

EP = (Peso humedo ganado / peso seco de proteina consumida).

Retencién de nutrientes

La retencion de nutrientes (nitrégeno, lipidos y energia) fueron realizados con base a
los resultados de los analisis de composicion corporal de pez entero. Los calculos para
determinar la retencidon de nitrogeno, lipidos y energia fueron realizados de acuerdo con Cho

y Kaushik, (1990):

Retencién de nitrbgeno

NI (g kg ABW ™ dia™) = [(((Al x PC) / 100)) / 6.25] / (P! + PF) / 2)
Ng (g kg ABW " dia™") = [(PF x PFC — PI x PIC) / 6.25 / ((P| + PF) / 2)] / dias

Ng (% NI) = (Ng / NI) x 100
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Donde NI es el nitrégeno ingerido desde la dieta; ABW es el peso promedio corporal;
Al es el alimento ingerido (materia seca de la dieta) por pez por dia; PC es la proteina cruda
(materia seca) de la dieta; PF y Pl son el peso final y peso inicial corporal del pez. Nr (g kg
ABW ™" dia™") es la cantidad de nitrégeno retenido desde la dieta; PFC y PIC son el contenido

de proteina final e inicial del pez entero.

Retencion de lipidos

LI (g kg ABW ™ dia™) = [(Al x LC) / 100] / (P! + PF) / 2)
Lr (g kg ABW ™" dia™") = [(PF x LFC — PI x LIC) / ((P1 + PF) / 2)] / dias

Lr (% LI) = (Lr / LI) x 100

Donde LI es el contenido de lipidos ingeridos desde la dieta; ABW es el peso
promedio corporal; Al es el alimento ingerido (materia seca de la dieta) por pez por dia; LC es
el contenido de lipidos crudos (materia seca) de la dieta; PF y Pl son el peso final y peso
inicial corporal del pez. Lg (g kg ABW™" dia™") es la cantidad de lipidos retenidos desde la

dieta; LFC y LIC son el contenido de lipidos final e inicial del pez entero.

Retencidn de energia

El (g kg ABW ™ dia™) = [(Al x EC) / 100] / ((PI + PF) / 2)
Er (g kg ABW ™' dia™") = [(PF x EFC — PI x EIC) / (P + PF) / 2)] / dias

Er (% LI) = (Er / LI) x 100
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Donde EIl es el contenido de energia ingerida desde la dieta, ABW es el peso
promedio corporal; Al es el alimento ingerido (materia seca de la dieta) por pez por dia; EC es
el contenido de energia (materia seca) de la dieta; PF y Pl son el peso final y peso inicial
corporal del pez. Er (g kg ABW™' dia™") es la cantidad de energia retenida desde la dieta;

EFC y EIC son el contenido de energia final e inicial del pez entero.

2.5 Métodos analiticos
2.5.1 Analisis de composicion proximal

La composicion proximal de dietas y muestras de tejido se realizaron de acuerdo a
las especificaciones de la AOAC (2000) para humedad, cenizas y proteina cruda. El método
modificado de Folch et al. (1957) fue utilizado para cuantificar lipidos totales. El contenido de
almidon se obtuvo de acuerdo a la metodologia modificada de Thivend et al. (1972). El
contenido de glucégeno en higado fue determinado con la metodologia de Plummer (1987),
para lo cual el glucogeno fue hidrolizado hasta glucosa y esta se determiné con un kit
comercial (Pointe Scientific, INC). Las descripciones de las metodologias utilizadas se
presentan en el anexo 2. Para el andlisis de aminoacidos de las dietas, las muestras fueron
hidrolizadas en HCI 6N a 112 °C bajo una atmosfera de nitrégeno por 23 h. posteriormente,
las muestras fueron derivatizadas de acuerdo con el método Pico-tag descrito por Cohen et
al. (1989) y realizado por cromatografia de intercambio de gradientes (muestreador
automatico Waters modelo 717 plus; bomba binaria Waters modelo 1525; detector dual de

absorbancias Waters modelo 2487). El contenido caldrico total de las muestras secas se
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determind por combustion directa en una bomba calorimétrica adiabatica (PARR model

1261).

2.5.2 Andlisis de enzimas del metabolismo intermediario y del sistema de

defensa antioxidante

Antes de realizar los analisis enzimaticos, las muestras de higado se homogenizaron
en grupos de 2 peces (6 grupos por tratamiento) en proporcion 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 realizo en frio utilizando bafios de hielo molido. EI homogenado fue
centrifugado a 30,000 g a 4 °C durante 30 minutos y el sobrenadante se recuperé y almacend
en viales de plastico guardados a —80 °C hasta el momento de su analisis (Pérez-Jiménez et

al., 2009a).

Para determinar la actividad de las diferentes enzimas, fue utilizado un lector de
microplacas PowerWaveX, de Bio-Tek Instruments (Inc., USA) donde fueron monitoreados
los cambios de absorbancia. Todas las enzimas (metabolismo intermediario y del sistema de
defensa antioxidante) fueron analizadas a 37°C en un volumen final de la “mezcla de
reaccion” de 200 pl. Para esta tesis se midi6 la actividad de las siguientes enzimas clave del
metabolismo intermediario: aspartato aminotrasnferasa (ASAT, E.C. 2.6.1.1), alanina

aminotrasnferasa (ALAT, E.C. 2.6.1.2), glutamato deshidrogenasa (GDH, E.C. 1.4.1.2),
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hexoquinasa (HK, E.C. 2.7.1.1), glucoquinasa (GK; E.C. 2.7.1.2), fructosa 1-6 bifosfatasa
(FBPasa, E.C. 3.1.3.11), glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD, E.C. 1.1.1.49), enzimas
malicas (EM, E.C. 1.1.1.40) y éacido graso sintetasas (FAS; EC 2.3.1.38). Asimismo, se
midieron las actividades de las siguientes enzimas del sistema de defensa antioxidante:
superéxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1), glutation peroxidasa (GPX, E.C. EC 1.11.1.9),

glutation reductasa (GR, E.C. 1.6.4.2) y catalasa (CAT, E.C. 1.11.1.6).

Las condiciones especificas, para cada una de las enzimas del metabolismo

intermediario y del sistema de defensa antioxidante se describen en el anexo 3.

2.5.3 Indicador de dafio oxidativo: peroxidacion de lipidos

En el presente estudio, se utlizo como indice de dafio oxidativo hepatico la
concentracion de malondialdehido (MDA) en el tejido, ya que el MDA es uno de los productos
finales generados tras la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados causada por la
accion de los radicales libres. La concentracion de MDA en el tejido hepatico fue determinada

con el método de Buege y Aust (1978) descrito a continuacion.

Fue preparada una solucién con 15% (w/v) de acido tricloroacético (TCA), 80% (v/v)
acido hidroclérico (HCI) 0.25 N, 0.375% (w/v) acido tiobarbiturico (TBA) y 0.01% (w/v)
hidroxitolueno butilado (BHT). Para la elaboracion de esta solucion y de la solucion MDA-bis

0.1mM, utilizada para realizar la curva de calibracion, se utilizé agua desionizada miliQ.
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Las muestras utilizadas en este analisis fueron los homogenizados que se prepararon
previamente (ver seccion 2.5.4). Se mezclé una alicuota (50 pyL) de la muestra antes
mencionada con 250 pL de la solucién TCA-HCI-TBA-BHT (arriba descrito). EI homogenizado
fue calentado a 100°C por 15 min. Después de enfriarse a temperatura ambiente fueron
centrifugados a 1500 g por 10 min. El sobrenadante colectado fue medido a 535 nm de

absorbancia frente a un blanco de reactivos.

Los niveles de peroxidacion lipidica, expresados como nmol de MDA g™ de tejido, se
calcularon a través de los valores densidad Optica de las muestras respecto a la curva de

calibracién realizada.

2.5.4 Analisis para determinar el “sindrome de higado verde”

Se consider6 como “sindrome de higado verde” la presencia de manchas de
coloracion verde en el higado de los peces, independientemente del area e intensidad
afectada (Takagi et al., 2005). Para el presente analisis fueron realizadas observaciones
anatomicas individuales del higado de 3 peces por réplica (9 por tratamiento) en los se

determind para cada individuo la presencia o ausencia del “sindrome de higado verde”.

2.5.5 Analisis histopatolégico
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Para los analisis histopatolégicos del higado de totoaba, se utilizaron muestras de
tejido hepatico tefiidas a través del método de hematoxilina-eosina (H-E). Para lo cual, las
muestras previamente incluidas en parafina, fueron sometidas a cortes de 5 pum en un
micrétomo (Leica-RM 2125 RT)). Los cortes fueron colocados en un bafio de flotacion con
agua destilada a 45 °C para extender el tejido y depositarlo en un portaobjetos.
Posteriormente, los cortes fueron colocados en una estufa a 60° para ser desparafinados,
tefidos con H-E y fijadas permanentemente en resina (Anexo 1.1). Se utiliz6 un microscopio
optico BH-2 Olympus (Japon) para los analisis histopatolégicos. Con una camara digital

PAXcamz2 y el software Pax-it (version 6, Mis Inc., USA) se tomaron fotografias de los tejdios.

Las alteraciones histopatolégicas se evaluaron semi-cuantitativamente utilizando los
protocolos descritos por Bernet et al. (1999) y modificado por Agamy (2012). La evaluacion
microscopica se llevd a cabo para calcular el porcentaje de las zonas que presentan una
alteracion especifica. Se asignaron valores de 0-3 en funcién del porcentaje de cada
alteracion. Cada alteracion hepatica se clasificd dentro de uno de los siguientes patrones:
perturbacion circulatoria, vacuolizacion, cambios nucleares y agregados inflamatorios. A cada
patron de alteracion se le asigné un factor de importancia (FI) como medida de las
alteraciones especificas que pueden afectar a la salud del pez, en el que altos valores del Fl
representan un mayor potencial de impacto en la salud de los peces (Bernet et al., 1999). En
el Anexo 1.2 se describen las caracteristicas de asignacion del Fl y de los calculos para
determinar el indice del patron de cada alteracion (Ipa) y del indice de alteracion del érgano

hepatico (lorg).
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2.5.6 Analisis hematoldgico y bioquimica sanguinea

La cuenta total de eritrocitos circulantes (EC, 1x10° cel uL™) se realiz6 mediante la
dilucion de 20uL de sangre en solucion de Dacie para peces (Anexo 4) a razon de 1:50,
muestra: solucién, respectivamente (Blaxhall y Daisley, 1973; De Pedro et al., 2004).
Después de homogenizar las muestras, se tomaron 10uL para colocarlos en la camara
Neubauer. Para el posterior conteo de los eritrocitos, fueron tomadas fotografias de la cAmara
Neubauer a través de una cadmara digital PAXcam2 (Pax-it version 6, Mis Inc., USA) software

conectada un microscopio optico BH-2 Olympus (Japon).

El hematocrito (HT, %) fue determinado por el método de microhematocrito, 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 concentracién de hemoglobina (HB,

g dI') se determiné utilizando 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:
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.
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La concentracién de proteinas totales (PT, g dI), albumina (AL, g dI) y glucosa

(GLU, mg dI'") fueron medidos a través de kits comerciales de Pointe Scientific, INC.

2.6 Andlisis estadistico

El disefio experimental fue aleatorio simple. Los resultados son reportados como
promedio + error estandar (del grupo de datos). Los analisis de normalidad vy
homocedasticidad de los grupos de datos fueron realizados con las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y Levene, respectivamente. Para determinar diferencias entre los resultados
obtenidos en cada tratamiento experimental en comparacién con el tratamiento control, fue
realizado el analisis de comparaciones multiples de Dunnet de ANOVA de una via. Para
determinar los efectos independientes del nivel de concentrado de proteina de soya (PS),
taurina y de su interaccion, se realiz6 un ANOVA de dos vias. Los resultados que presentaron
2 0 mas datos por réplica (tanque), fueron anidados dentro del tratamiento correspondiente.
Para determinar la significancia de la presencia/ausencia de higado verde, asi como de
diferencias en los cambios histopatoldgicos entre tratamientos, se realiz6 el andlisis
estadistico No-paramétrico de Mann-Whitney U para determinar diferencias en
comparaciones por pares de tratamientos. Para los diferentes analisis estadisticos se
consideré como efectos o diferencias significativas cuando P < 0.05. Los andlisis estadisticos

fueron realizados a través del programa SPSS version 20.0 para Windows (SPSS, Inc.).
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2.7 Resultados

2.7.1 Crecimiento y eficiencia alimenticia

Con un peso promedio inicial de 7.5 +0.05g para los diferentes tratamientos; al final
del experimento, los juveniles de totoaba alimentados con la dieta PS30T presentaron los
valores de peso final mas altos (46.3 g, peso promedio), sin embargo, estos no fueron

significativos con respecto al control (43.1 g, peso promedio) (Figura 5).
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PS30 PS30T PS60 PS60T Control
Dietas

Figura 5. Peso final (promedio terror estandar, n=96) de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con concentrado de proteina de soya sin y con el
suplemento taurina. Asteriscos sobre las columnas indican diferencias significativas,

donde Control>*, cuando P < 0.05.

Los valores de peso final, peso ganado e ICD de las dietas PS30, PS30T y PS60T no
resultaron significativamente diferentes al control (Figura 5, Tabla 3). Por su parte, la dieta

PS60 mostré los valores mas bajos de peso final, peso ganado e ICD (33.1, 27.9 y 2.78,
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respectivamente) en comparacion con el control (43.1, 31.1 y 3.42, respectivamente). La
ANOVA de 2 vias indico que el incremento de 30 a 60% de PS en las dietas provoco
disminucidon en en el peso ganado e ICD de totoaba (Tabla 3); mientras que la

suplementacién de taurina indujo a la recuperacion de estos parametros.

Tabla 3 Crecimiento en peso y eficiencia alimenticia de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con concentrado de proteina de soya sin y con el
suplemento de taurina.

Dietas Control PS30 PS30T PS60 PS60T SEM*
Peso ganado, g kg ABWday™ 31.1 30.8 31.8 279t 301 0.08
ICD 3.42 3.34 3.59 278t 3.22 0.02
IDA, g kg™ ABWday™ 23.1 20.8t 20.8t 20.1t 20.5t 0.34
EA 1.33 1.49% 1.52% 135 1.49% 0.03
EP 2.48 2.81F 2.81f 247 2.80f 0.05
Sobrevivencia 100 99.0 100 99.0 97.9 1.20

ANOVA de 2 vias (valores de P en tabla)

Fuentes de variacion
2 . .,
PS Taurina  Interaccion

Peso ganado <0.01 <0.01 0.06
ICD <0.01 <0.01 0.15
IDA 0.40 0.74 0.76
EA 0.15 0.14 0.35
EP 0.12 0.12 0.12

1 SEM: error estandar. ICD: indice de crecimiento diario; IDA: ingesta diaria de alimentos;
EA: eficiencia alimenticia; EP: eficiencia proteica. Valores en el mismo renglén con simbolos
significan diferencias significativas entre las dietas experimentales (PS30, PS30T, PS60,
PS60T) y la dieta control (Control), donde $>Control>t cuando P < 0.05. En la parta inferior
de la tabla se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias donde el efecto significativo se
presenta cuando P < 0.05. 2 Concetrado de proteina de soya.

Por otra parte, la IDA fue significativamente menor para las dietas elaboradas con PS
(20.6, promedio) en comparacion con el control (23.1) (Tabla 3). No obstante, los peces
alimentados con PS30, PS30T y PS60T mostraron los mayores valores en EAYy EP (=21.49y

= 1.80, respectivamente) en comparacion al control (1.33 y 2.48, respectivemente). Al final de
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los 45 dias de alimentacién, las diferentes dietas experimentales no produjeron efectos
significativos en la supervivencia de los juveniles de totoaba, la cual mostré valores mayores

al 98% para los diferentes tratamientos (Tabla 3).

2.7.2 Retencidn de nutrientes y composicion proximal de pez entero y masculo

La ingesta de nitrégeno, lipidos y energia total fue menor en las dietas PS30, PS30T,
PS60 y PS60T en comparacién con el control (Tabla 4). Sin embargo, los peces alimentados
con la dieta PS30T mostraron los valores significativamente mas altos en retencion de
nitrégeno (37.8) y energia en comparacion con el tratamiento control (31.8). Por su parte, el
analisis de ANOVA de 2 vias indicé que el incremento en el nivel de PS indujo a una menor

retencion de nitrogeno en los juveniles de totoaba.
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Tabla 4. Retencion de nutrientes de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados
con concentrado de proteina de soya sin y con el suplemento taurina.

Dietas Control PS30 PS30T PS60 PS60T SEM*
Nitrégeno

Ingesta (g kg ABW ™' dia™") 2.42 214t 218t 214t 213t 0.03
Retencion (g kg ABW ™ dia™) 077 076 0.83 067 073 0.02
Retencion (%) 31.8 355 37.8t 313 344 0.89
Lipidos

Ingesta (g kg ABW ™ dia™")* 3.46  3.02t 3.10t 2.91t 3.07t 0.056
Retencion (g kg ABW ™ dia™) 067 0.64 068 062 066 0.025
Retencion (%) 19.4 21.3 21.9 21.4 21.4 0.726
Energia

Ingesta (kJ kg ABW™" dia™")* 546 5.01t 4.98t 4.83t 4.77t 0.08
Retencion (kJ kg ABW ™" dia™) 1.14 135 1.45% 124 131 0.05
Retencién (%) 20.9 27.0 293t 256 27.7 1.13

ANOVA de 2 vias (valores de P en tabla)

Fuentes de variacion

PS? Taurina interaccion
Ingesta Nitrégeno 0.58 0.81 0.63
Retencion (g kg ABW ™ dia™) 0.03 0.11 0.98
Retencion (%) 0.04 0.18 0.88
Ingesta lipidos 0.37 0.17 0.60
Retencion(g kg ABW™" dia™) 0.78 0.58 0.97
Retencion (%) 0.92 0.88 0.89
Ingesta Energia 0.15 0.70 0.89
Retencién (g kg ABW ™" dia™") 0.10 0.25 0.81
Retencion (%) 0.48 0.29 0.98

1 SEM: error estandar. Valores en el mismo renglon con simbolos significan diferencias
significativas entre las dietas experimentales (PS30, PS30T, PS60, PS60T) y la dieta
control (Control), donde $>Control>t cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se
muestran los resultados del ANOVA de 2 vias donde el efecto significativo se presenta
cuando P < 0.05. 2 Concentrado de proteina de soya.

Los resultados de los andlisis de composicidén proximal del cuerpo entero de juveniles
de totoaba muestran que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos

experimentales y el control (Tabla 5).
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Tabla 5. Composicion corporal (peso humedo) y muscular (peso humedo) de
juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con concentrado de proteina de soya
sin y con el suplemento taurina.

Composicién proximal, % Control PS30 PS30T PS60 PS60T SEM*
Pez entero

Humedad 80.4 80.4 79.4 80.9 80.6 0.30
Proteina 14.7 14.7 154 14.1 14.3 0.24
Lipidos 2.07 2.01 2.05 2.10 2.09 0.07
Cenizas 2.72 2.64 2.76 2.58 2.56 0.05
Musculo

Humedad 77.6 77.7 77.0 78.3 77.4 1.50
Proteina 20.1 20.0 20.8 19.6 20.5 0.14
Lipidos 0.79 0.93 0.88 0.88 0.89 0.04
Cenizas 1.53 1.38 137 1.25t 1.20t  0.05

ANOVA de 2 vias (valores de P en tabla)

Fuentes de variacién

PS? Taurina Interaccion

Pez entero

Humedad 0.57 0.08 0.74
Proteina 0.20 0.43 0.70
Lipidos 0.74 0.94 0.89
Cenizas 0.35 0.73 0.63
Mdusculo

Humedad 0.14 0.03 0.88
Proteina 0.20 <0.01 0.88
Lipidos 0.87 0.87 0.75
Cenizas 0.10 0.70 0.79

1 SEM: error estandar. Valores en el mismo rengldén con simbolos significan diferencias
significativas entre las dietas experimentales (PS30, PS30T, PS60, PS60T) y la dieta control
(Control), donde >Control>T cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se muestran
los resultados del ANOVA de 2 vias donde el efecto significativo se presenta cuando P <
0.05. 2 Concentrado de proteina de soya.

Los resultados de los andlisis de composicion proximal del musculo de juveniles de
totoaba muestran que el contenido de cenizas disminuyd significativamente en los
tratamientos PS60 y PS60T con respecto al control (Tabla 5), sin embargo el contenido de
humedad, proteinas y lipidos no resulté afectado por la composicion de las dietas

experimentales en comparacion al control. Por otra parte, los resultados de ANOVA de 2 vias
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indican que la suplementacién de taurina indujo a una tendencia de disminucion del contenido

de humedad y aumento de las proteinas.

2.7.3 Composicion del higado e indice hepatosomatico (IHS)

En el presente estudio, se encontr6 que el uso de PS en las dietas provocé
alteraciones en la composicién proximal de humedad, proteinas (excepto PS30T), lipidos y
glucdgeno del higado de los juveniles de totoaba (Tabla 6). Los resultados muestran que, por
un lado, la inclusion de PS provoco la disminucion del contenido de proteinas y humedad del
higado con aumento en el contenido de lipidos y glucégeno fueron aumentados. Por otro
lado, se observd que el aumento del nivel de PS (de 30 a 60% e independiente de taurina)
indujo una tendencia significativa de disminucién en la capacidad de almacenamiento de

glucogeno en totoaba.
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Tabla 6. Composicion del higado (% peso humedo) e indice hepatosomatico (IHS) de
juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con concentrado de proteina de soya
sin y con el suplemento taurina.

Dietas Control PS30 PS30T PS60 PS60T SEM'
Composicién higado
Humedad 79.5 713t 722t 717t 713t 0.96
Proteina 771 565t 6.62 490t 5.78f 0.38
Lipidos 9.53 15.9% 14.6% 17.1% 16.6% 0.84
Glucégeno 2.28 6.23t 5.53f 4.85f 4.95t 0.39
Cenizas 1.30 114 117 121 117 0.03
IHS* 1.14 139 133 137 128 0.03

ANOVA de 2 vias (valores de P en tabla)

Fuentes de variacién

Ps? Taurina Interaccion
Humedad 0.87 0.86 0.66
Proteina 0.37 0.31 0.96
Lipidos 0.21 0.44 0.73
Glucégeno 0.01 0.34 0.19
Cenizas 0.56 0.96 0.56
IHS 0.52 0.20 0.72

1 SEM: error estandar. Valores en el mismo renglon con simbolos significan diferencias
significativas entre las dietas experimentales (PS30, PS30T, PS60, PS60T) y la dieta control
(Control), donde >Control>T cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se muestran
los resultados del ANOVA de 2 vias donde el efecto significativo se presenta cuando P <
0.05.

*Indice hepatosomatico: (peso himedo del higado / peso total del pez entero) x 100.

2 Concentrado de proteina de soya.

La composicion de las diferentes dietas experimentales no provocé diferencias
significativas en el IHS de los juveniles de totoaba en comparacion al IHS observado en el

tratamiento control, cuyos valores promedio oscilaron entre 1.14 y 1.39 (Tabla 6).

2.7.4 Actividad de enzimas relacionadas con el metabolismo intermediario
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En general, la actividad de la mayoria de los enzimas clave en las principales rutas
del metabolismo intermediario mostré ser influenciada por la composicion de las dietas
experimentales (Tabla 7).

Tabla 7. Actividad especifica de enzimas relacionadas con el metabolismo intermediario

hepatico de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con concentrado de proteina
de soya sin y con el suplemento taurina. Los datos se expresan como mU mg™ proteina.

Dietas Control PS30 PS30T PS60 PS60T SEM'
Catabolismo de aminoacidos
Aspartato aminotransferasa (ALAT) 1747 984t 1991 1179t 1805 86
Alanina aminotransferasa (ASAT) 417  241%t 441 238t 401 18
Glutamato deshidrogenasa (GDH) 414 277t 424 2337 370 16
Glucdlisis
Hexoquinasa (HK) 202 224 25.9% 17.0 193 0.73
Glucoquinasa (GK) 350 274 2.34 4.06 5.01 0.43
Gluconeogénesis
Fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) 77.2 51.8% 73.7 49.3t 61.87 3.2
Lipogénesis
%%‘;,"Ds)a'ﬁ'f“fato deshidrogenasa 723 568 821 3751 801  4.02
Enzimas malicas (EM) 17.2 18.3 21.7% 17.3 18.0 0.64
Acido graso sintetasa (FAS) 1.34 1.51 1.39 1.62 1.58 0.07

ANOVA de 2 vias (valores de P en tabla)

Fuentes de variacién
PS?  Taurina Interaccién

ALAT 0.97 <0.01 0.17
ASAT 0.23 <0.01 0.29
GDH 0.01 <0.01 0.74
HK <0.01 0.01 0.46
GK 0.02 0.70 0.36
FBPasa 0.01 <0.01 0.04
G6PD 0.95 <0.01 0.16
EM 0.18 0.24 0.44
FAS 0.31 0.56 0.76

1 SEM: error estandar. Valores en el mismo rengldén con simbolos significan diferencias
significativas entre las dietas experimentales (PS30, PS30T, PS60, PS60T) y la dieta control
(Control), donde >Control>T cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se muestran
los resultados del ANOVA de 2 vias donde el efecto significativo se presenta cuando P <
0.05. 2 Concentrado de proteina de soya.
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Los tratamientos PS30 y PS60 presentaron los valores de actividad de aspartato
aminotransferasa (ASAT), alanina aminotransferasa (ALAT) y glutamato deshidrogenasa
(GDH) significativamente menores (1082, 240 y 255 mU mg™ proteina, promedios para ASAT,
ALAT y GDH, respectivamente) en comparacién con el control (1747, 417 y 414 mU mg™
proteina, para ASAT, ALAT y GDH, respectivamente). El analisis de ANOVA de 2 vias
muestra que la suplementacion de taurina (independiente del nivel de PS) produjo efectos
significativos en la actividad de las diferentes enzimas del catabolismo de aminoéacidos. Los
resultados también muestran que la actividad de GDH fue influenciada por la variacion del

nivel de PS en las dietas (independiente de taurina).

Los peces alimentados con la dieta PS30T presentaron los mayores valores (25.9 mU
mg™ proteina) de actividad de hexoquinasa (HK) en comparacién al control (20.2 mU mg*
proteina) (Tabla 7). Los resultados del analisis de ANOVA de 2 vias indicaron que el
incremento en el nivel de PS en las dietas (independiente de taurina) tuvo un efecto de
disminucién de la actividad de HK; mientras que el factor taurina indujo al aumento de la
actividad de esta enzima. Respecto a la actividad de la glucoquinasa (GK), los resultados
muestran que no hubo diferencias en las dietas experimentales y el control. Sin embargo, el
analisis de ANOVA de 2 vias indicé que el aumento en el nivel de PS indujo a una tendencia

de aumento de la actividad de GK.

La actividad de la enzima fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) resulté similar entre los
tratamientos PS30T (73.7 mU mg™ proteina) y control (77.2 mU mg™ proteina) con los valores

mas altos con respecto a los tratamientos PS30, PS60 y PS60T que mostraron los menores
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valores de FBPasa (<61.8 mU mg™ proteina, valor promedio), Tabla 7. El andlisis de 2 vias

encontro significativos efectos en la interaccion de los factores PS y taurina,.

Respecto a la lipogénesis, la actividad de Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD)
resulto significativamente disminuida en los peces alimentados con la dieta S60 (37.5 mU mg
! proteina) respecto del control (72.3 mU mg™ proteina, ver Tabla 7). Los andlisis de datos
indicaron que el factor taurina indujo un efecto significativo en la actividad de G6PD
(independiente del nivel de PS). Por su parte, la actividad de las enzimas mélicas (EM) fue
mayor en los peces alimentados con PS30T (21.7 mU mg™ proteina) respecto al control (17.2
mU mg™ proteina). Sin embargo, no se obtuvieron efectos significativos de los factores sobre
la actividad de las EM. La actividad de las enzimas acido graso sintetasas (FAS) no mostro

ser influencias por la composicion de las dietas experimentales en comparacion al control.

2.7.5 Estado del sistema antioxidante y peroxidacion de lipidos

En el presente estudio, se observé que la actividad de las enzimas superéxido
dismutasas (SOD) se incrementé en el higado de los peces alimentados con las dietas
elaboradas con PS, lo cual result6 significativo para el tratamiento PS30 (162 U mg™ proteina,
valor promedio) en comparacién con el control (valor 115 U mg™ proteina; ver Tabla 8). El
analisis de datos no encotré efectos significativos de los factores sobre la actividad de SOD.

Respecto a la actividad de las enzimas glutation peroxidasa (GPX) y glutation reductasa
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(GR), esta no resultd significativamente influenciada por la composicion de las dietas

experimemntales en comparacion al control.

Tabla 8. Actividad especifica de enzimas antioxidantes y peroxidacién de lipidos en
higado de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con concentrado de proteina
de soya sin y con el suplemento taurina.

Dietas Control PS30 PS30T PS60 PS60T SEM'
Superdxido dismutasa, U mg™ proteina 115 162F 138 144 140 5.27
Catalasa, U mg™ proteina 132 140  203% 126 172f 6.84
Glutation peroxidasa, mU mg™ proteina 31.2 333 300 298 310 0.93
Glutation reductasa, mU mg™ proteina 511 588 6.08 658 6.90 0.26

Peroxidacion de lipidos, nmol MDA g tejido™’  9.44 109 8.26 13.2f 8.27 0.46

ANOVA de 2 vias (valores de P en tabla)

Fuentes de variacion

PS? Taurina interaccion
Superéxido dismutasa 0.56 0.31 0.46
Catalasa 0.10 <0.01 0.51
Glutation peroxidasa 0.51 0.61 0.26
Glutation reductasa 0.25 0.67 0.92
Peroxidacion de lipidos 0.14 <0.01 0.14

1 SEM: error estandar. Valores en el mismo rengldén con simbolos significan diferencias
significativas entre las dietas experimentales (PS30, PS30T, PS60, PS60T) y la dieta control
(Control), donde >Control>T cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se muestran
los resultados del ANOVA de 2 vias donde el efecto significativo se presenta cuando P <
0.05. 2 Concentrado de proteina de soya.

Por otra parte, la actividad de la enzima antioxidante catalasa (CAT) se mostrd
significativamente incrementada en los peces alimentados con las dietas PS30T y PS60T
(203 y 172 U mg™ proteina, respectivamente) respecto al control (valor 132 U mg™ proteina, ver
Tabla 8). Ademas, los resultados indican que el factor taurina indujo a un aumento

significativo de la actividad de la CAT.

En relacion a la peroxidafcion de lipidos (LPO) en higado, los datos indican que los
peces alimentados con PS60 obtuvieron los mayores niveles de LPO hepatica (valor 13.2

nmol MDA g tejido™", ver Tabla 8). Ademas, los andlisis de ANOVA de 2 vias indican que la
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disminucién de los niveles de LPO fueron altamente influenciados (P<0.01) por el factor
taurina (independientemente del nivel de PS). Adicionalmente, el incremento de los niveles de
LPO hepaticos mostré estar relacionado con la disminucién de la actividad de las enzimas
G6PD (R?= 0.679, P < 0.01) y CAT (R?= 0.700, P < 0.01), como se muestra en las Figuras 6,

Ay B, respectivamente.

y=-0.059x + 13.44
R=0.679

y=-0.035x + 16.06
R’*=0.700

Peroxidacién de lipidos, nmol MDA g tejido™
3
Peroxidaclén de lipldos, nmol MDA g tejido™

0 20 40 60 80 100 120 125 150 175 200 25 250
G6PDH, mU mg-1 proteina CAT, Umg” proteina

Figura 6. Regresion lineal entre las variables peroxidacion de lipidos y la actividad de
G6PD (A) 6 actividad de CAT (B) en higado de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con concentrado de proteina de soya sin y con el suplemento taurina,
donde se muestra el intervalo de prediccion de la media con un 95% de confianza.

2.7.6 Higado verde e histopatologia

Al final de las 6 semanas de alimentacion, se observo la presencia del “sindrome de
higado verde” en el 100% de los juveniles de totoaba analizados (n= 9) de los tratamientos

PS30 y PS60, lo cual resulté significativamente mayor al control (Figura 7). El tratamiento
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PS30T presentd 0% de incidencia del “sindrome de higado verde”. Cabe mencionar que en el
control y en el tratamiento PS60T se presenté un caso de higado verde, lo que represento al

11% de las muestras analizadas (n=9).

PS60 Control
120

% % * %
100 -

80 -

Higado verde, %
[=1]
o

: . .

PS30 PS30T PS60 PS60T Control
Dietas

Figura 7. Incidencia de “higado verde” en juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con concentrado de proteina de soya sin y con el suplemento taurina.
Esquina superior izquierda muestra de “higado verde” en pez alimentado con PS60.
Esquina superior derecha muestra de higado “normal” en tratamiento Control. Gréafico
inferior muestra los valores de mediana (n= 9). El grafico inferior muestra los
resultados del analisis estadistico de la prueba U de Mann-Whitney, donde el signo **
indica diferencias significativas con respecto al Control, cuando P <0.05.
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En cuanto a los analisis histopatol6gicos del higado de totoaba, las muestras del
grupo control muestran un tejido constituido por hepatocitos con su ndcleo y nucléolo
prominente centrales, rodeado por abundante citoplasma granular y algunas vacuolas
periféricas (Figura 8). También se observa que los hepatocitos estan dispuestos en cordones

compactos bordeados por sinusoides con algunos eritrocitos.

Figura 8. Micrografia de higado de
juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con la dieta Control.
Tincion H&E. Vista a 40X. Hepatocitos
con ndcleos centrales normales
(flechas) y hepatocitos con vacuolas
(cabeza de flecha); vena porta (VP);
sinusoides (S).

En el presente estudio, las alteraciones mas manifiestas que se encontraron en el
tejido hepético fueron: cambios en los patrones de circulacién sanguinea o perturbacion
circulatoria (Figura 9c), presencia de vacuolas en los hepatociotos 6 vacuolaciéon, sin y con
desplazamiento nuclear 6 cambios nucleares (Figura 9c), asi como la presencia de
agregados inflamatorios dispersos en el tejido (Figura 9c). Los cambios estructurales
observados en la presente investigacion figuraron dentro de los patrones de reaccion y
factores de importancia considerados como moderados y reversibles (descritos en el Anexo

1.2).
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Figura 9. Micrografia de higado de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con
concentrado de proteina de soya sin y con el suplemento taurina. Tincion H&E. Vista
a 40X. a) Dieta PS30: Hepatocitos vacuolados con nucleos desplazados y/o ausentes
(ND) y agregados inflamatorios (**); b) Dieta PS30T: hepatocitos con ND; c) Dieta
PS60: tejido con perturbaciéon circulatoria (PC), agregados inflamatorios (**) y
hepatocitos con ND; d) Dieta PS60T: tejido con PC y hepatocitos con ND.

Los resultados del analisis del tejido hepatico de los peces alimentados con las dietas
elaboradas con PS indican diferencias significativas con respecto a lo observado en el tejido
hepatico del tratamiento control (Tabla 9). Ademas, los resultados muestran que el

tratamiento PS60 fue el que presento el valor mas alto del indice hepatico.
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Tabla 9. indice del patrén de alteracion e indice de alteracion hepatica de juveniles de
Totoaba macdonaldi alimentados con concentrado de proteina de soya sin y con el
suplemento taurina.

Control PS30 PS30T PS60 PS60T

Perturbacién circulatoria® 0 0 0 1t 1%
Vacuolizacion® 4 12% 12% 12% 12%
Cambios nucleares? 0 2% 2% 8t 2%
Agregados inflamatorios* 0 8t 0 8t 8t
indice hepético® 4 221 14  29%  21f

Valores de mediana (n= 9). La tabla muestra los resultados del andlisis estadistico de la
prueba U de Mann-Whitheyobservados, donde los valores en el mismo renglon con
simbolos significan diferencias significativas entre las dietas experimentales (PS30,
PS30T, PS60, PS60T) y la dieta control (Control), donde $>Control cuando P < 0.05.

1 El indice de cada patron de alteracion (perturbacion circulatoria, vacuolizacion, cambios
nucleares y agregados inflamatorios) se obtuvo de la sumatoria de alteraciones relevantes
(ver anexo 1.2), donde el incremento de este indice indica aumento del dafio de leve a
moderado (reversible) o severo (irreversible).

2 El indice hepatico se obtuvo de la sumatoria de los indices de los patrones de alteracion
evaluadas (perturbacion circulatoria, vacuolizacion, cambios nucleares y agregados
inflamatorios), donde el incremento de este indice es un indicador del aumento de la
alteracién y dafio hepatico.

2.7.7 Hematologia y bioquimica sanguinea

En la Tabla 10 se muestran los resultados de los analisis hematolégicos y de
bioguimica sanguinea de los juveniles de totoaba. Como se puede observar, los resultados
muestran que los peces alimentados con las dietas elaboradas con PS sin suplementacion de
taurina (dietas PS30 y PS60) presentaron los valores mas elevados de eritrocitos circulantes
(EC, 3.39 y 3.58 1*10° cel pL*, respectivamente) y hematocrito (HT, 38.0 y 36.3%,
respectivamente) respecto al control (2.88 y 29.9%, para EC y HT, respectivamente). El
analisis de ANOVA de 2 vias indico que la taurina fue el factor que influyd significativamente
en el EC; mientras que el HT fue significativamente influenciado por el efecto de interaccion

de factores (PS * taurina).
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Tabla 10. Hematologia y bioquimica del plasma sanguineo de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con concentrado de proteina de soya sin y con el
suplemento taurina.

Dietas Control PS30 PS30T PS60 PS60T SEM'
Eritrocitos circulantes (EC), 1*10° cel pL™ 2.88 339t 270 358t 254 0.70
Hematocrito (HT), % 29.9 38.0% 25.7 36.3% 33.9 0.94
Hemoglobina (HB), g dL™ 5.79 5.13 5.10 3.49t 3.51t 0.14
Media del volumen celular (MVC), fL 107 111 94 103 129 3.64
Media de HB corpuscular (MHC), pg 20.0 15.7t 18.4 9.84t 13,5t 0.52
Media de concentracion HB (MCHC), % 19.3 13.9t 19.9 10.0t  11.5f 0.59
Alblimina (AL), g dL™ 0.70 0.73 0.79f 0.38t 0.45t 0.02
Globulinas (Glb), g dL™ 1.16 1.42% 1.61%f 1.71% 1.61Ff 0.03
Razon AL:Glb 0.62 0.46t1 0.50t 0.22f 0.291f 0.02
Glucosa (GLU), mg dL* 36.7 33.4 373 56.7f 353 110

ANOVA de 2 vias (valores de P en tabla)

Fuentes de variacion

PSs? Taurina Interaccion
EC 0.85 <0.01 0.18
HT 0.20 <0.01 0.04
HB <0.01 0.70 0.75
MVC 0.25 0.85 0.05
MHC <0.01 <0.01 0.46
MCHC <0.01 <0.01 <0.01
AL <0.01 0.04 0.67
Glb 0.06 0.41 0.06
AL:GIlb <0.01 0.02 0.32
GLU <0.01 <0.01 <0.01

1 SEM: error estdndar. Valores en el mismo renglén con simbolos significan diferencias
significativas entre las dietas experimentales (PS30, PS30T, PS60, PS60T) y la dieta
control (Control), donde $>Control>t cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se
muestran los resultados del ANOVA de 2 vias donde el efecto significativo se presenta
cuando P < 0.05. 2 concentrado de proteina de soya.

Por su parte, los valores de la hemoglobina (HB) de los peces alimentados con las
dietas PS30, PS30T y el control no mostraron diferencias significativas (con un promedio
minimo de 5.10 y maximo de 5.79 g dL™; ver Tabla 10). Sin embargo, se observaron los
valores significativamente mas bajos en los tratamientos PS60 y PS60T (3.49 y 3.51 g dL™,
respectivamente). Asimismo, los resultados de ANOVA de 2 vias indicaron que el incremento
en los niveles de PS (Independiente de taurina) influyd significativamente en la disminucion

de la HB de totoaba. Respecto a los indices Wintrobe, la media del volumen celular (MVC) no
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mostré ser influenciada por la composicion de las diferentes dietas experimentales. Sin
embargo, la media de HB corpuscular y la media de concentracion HB (MCH y MCHC,
respectivamente) resultaron significativamente disminuidos en los peces alimentados con las
dietas elaboradas con PS (valores menores a 16 pg y 14%, para MCH y MCHC
respectivamente), excepto para la PS30T que presentd valores similares al control (20 pg y
19.3%, para MCH y MCHC respectivamente). Los analisis de ANOVA de 2 vias muestran que
cada factor (PS y taurina) produjo efectos significativos (independiente y contrarios entre si)
en los valores de la MCH; mientras que los analisis indican que un significativo efecto de

interaccién de factores (PS * taurina) fue observada para la MCHC.

Los juveniles de totoaba alimentados con la dieta PS30T presentaron mayor
concentracion de albtmina (AL, 0.79 g dL™, valor promedio) respecto al control (0.70 g dL™,
valor promedio; ver Tabla 10). No obstante, la AL resulté significativamente disminuida con el
incremento del PS (independiente de taurina); aunque el factor taurina mostré producir
efectos significativos (independiente de PS) en la AL. Por otra parte, se observé un aumento
significativo en los valores de globulinas (Glb) de los peces alimentados con las dietas
elaboradas con PS (21.42) respecto al tratamiento control (1.16, valor promedio). No
obstante, no se observé un efecto debido al nivel de PS o de taurina en las dietas. La relacion
albumina: globulinas (AL:Glb) resulté significativamente disminuida en los peces alimentados
con PS (£0.50) en comparacion al control (0.62, valor promedio), lo cual también se reflejé en
el analisis de factores. Aunque, el factor taurina también generé un significativo aumento en la

relacion AL:GIb (independiente de la PS).
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La concentracion de glucosa plasmatica (GLU) fue mayor en los peces alimentados
con PS60 (56.7, valor promedio) comparados con el control (36.7, valor promedio; ver Tabla
10). El analisis de ANOVA de 2 vias indicé que un efecto significativo de interaccion de

efectos entre los factores PS y taurina sobre la concentracion de GLU en totoaba.
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2.8 Discusiones

En el presente estudio, los resultados mostraron que las dietas elaboradas con 30%
de concentrado de proteina de soya (PS) en sustitucion de la harina de pescado no
provocaron repercusiones negativas en la respuesta de crecimiento y eficiencia alimenticia de
los juveniles (7.5 £0.05g peso promedio inicial) de totoaba. En este estudio el incremento del
contenido de PS en las dietas (60%) impacté de manera negativa la ganancia en peso y el
indice de crecimiento diario (ICD). Nuestros resultados difieren de lo reportado para la la
cobia del Atlantico (Gadus morhua), especie que ha mostrado la aceptacién de la sustitucién
de harina de pescado por niveles mayores al 50% de proteina de soya sin repercuciones
negativas en el crecimiento (Hansen et al., 2007; Walker et al., 2010). Sin embargo, se
reconoce que la inclusion de proteinas alternativas como la PS en dietas para peces puede
afectar negativamente el crecimiento por diferentes factores, entre los que se incluye la
deficiencia de aminoacidos como la metionina y taurina (Oliva-Teles, 2012). Por lo anterior, la
suplementacién de metionina en las dietas formuladas para trucha arcoiris ha permitido la
inclusion de hasta 100% de proteina de soya en sustitucion de la harina de pescado en las
dietas con aumento en la utilizacién de nutrientes (Mambrini et al., 1999; Gaylord et al., 2007).
En el presente estudio todas las dietas elaboradas con PS fueron suplementadas con
metionina hasta niveles similares a los proporcionados por la dieta control. Ademas, el
analisis de composicion de aminoacidos muestra que todas las dietas elaboradas con PS
contenian cantidades similares de AAE y AANE, excepto para el nutriente taurina. Por lo que,
la reduccion del crecimiento observada en los juveniles de totoaba alimentados con PS60 en
comparaciéon con PS60T y el control, sugiere que la metionina no fue un nutriente limitante

para este estudio. Por el contrario, la taurina demostré jugar un papel importante para
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mantener el crecimiento de totoaba cuando la harina de pescado es reemplazada hasta por
30% por PS. Se ha demostrado que la suplementacién de taurina en las dietas para peces
carnivoros produce efectos benéficos en la respuesta de crecimiento y eficiencia alimenticia
en D. labrax (Martinez et al., 2004), P. olivaceus (Kim et al.,, 2005), S. quinqueradiata
(Matsunari et al., 2005; Takagi et al., 2006), trucha arcoiris (Gaylord et al., 2007) y la cobia
Rachycentron canadum (Lunger et al., 2007). Entre los efectos benéficos reportados por el
suplemento de taurina, es el aumento de la digestibilidad de lipidos en D. dentex debido al
incremento de la eficiencia enzimatica de las lipasas dependientes de sales biliares
(Chatzifotis et al., 2008). En los peces, se ha demostrado que los acidos biliares se conjugan
principalmente con taurina, por lo que el aumento de los niveles de taurina en la dieta
incrementan los acido biliares conjugados con taurina (Iwashita et al, 2009; Kim et al, 2007,
2008). Ademas, estudios de lijima et al. (1998) reportaron que las lipasas digestivas de
Pagrus major mostraron su mayor actividad en presencia de taurocolato de sodio; mientras
que Gijellesvik et al. (1992) encontraron que para la cobia del Atlantico, las lipasas digestivas
dependientes de sales biliares (conjugadas con taurina) son las principales enzimas que
participan en la digestion de lipidos de la dieta. Rueda Lépez (2013) reportan que las
mayores actividades de lipasas digestivas observadas en la totoaba se presentaron con la
adicion de taurocolato de sodio (solucibn 6 mM). Por lo que es posible que los mayores
valores de crecimiento observadas en el presente estudio pudieran estar relacionadas a los

efectos de la taurina a nivel de utilizacion de nutrientes desde la dieta.

Por otra parte, debido a las caracteristicas de bajo peso molecular, contenido de

nitrogeno, solubilidad en agua y propiedades de acido-base de la taurina, han generado que
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este nutrientes sea considerado como atractante en el consumo de las dietas en peces
(Martinez et al., 2004; Kim et al., 2005; Lunger et al., 2007; Matsunari et al., 2008). No
obstante, en el presente estudio se observé que pese a la suplementacion de taurina en las
dietas, los juveniles de totoaba alimentados con PS (independiente del nivel) obtuvieron
valores de ingestion diaria de alimento (IDA) significativamente menores al control.
Trushenski et al. (2011) evaluaron los efectos de dietas elaboradas con diferentes niveles de
proteina de soya con y sin adicibn de un atractante en juveniles de R. canadum. Los
investigadores sugirieron que el incremento del nivel de proteina de soya provocé un menor
consumo del alimento, lo que a su vez condujo a la disminucién en el crecimiento de los
animales. Esta reportado que el concentrado de proteina de soya pueden contener
antinutrientes como las isoflabonas, reconocidas por afectar la palatibilidad de este
ingrediente y provocar la disminucion de su consumo y del crecimiento de los peces
(Mambrini et al., 1999; Francis et al., 2001). Si bien los compuestos antinutricionales pueden
ser removidos en su mayor parte con métodos de extraccion alcoholica acuosa, diferentes
factores (variedad de soya, temporada de cosecha, lugar de siembra o estado de madures de
los granos) pueden ser causa de menor eficiencia en la separacion de estos compuestos
indeseados (Francis et al., 2001). En este trabajo de tesis no se midieron los componentes
antinutricionales presentes en el lote del concentrado de proteina de soya utilizado; sin
embargo, los resultados podrian sugerir que posibles componentes antinutricionales en la PS
hayan interferido en la disminucion de la IDA, ademas de los efectos negativos del factor PS
se observaron en el crecimiento, la respuesta fisiolégica y metabdlica (discutidas mas

adelante) de juveniles de totoaba.
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En el presente estudio, las dietas fueron elaboradas para contener niveles de
proteina y energia similares. No obstante, la inclusicion de PS en las dietas provoco una
disminucién en la ingesta de nutrientes (nitrogeno, lipidos y energia total) en los juveniles de
totoaba alimentados con estas dietas. Sin bien la retencion de nitrégeno, lipidos y energia
total de los tratamientos elaborados con PS no resulté afectada al compararla con el control.
Por otro lado, se observé que el aumento del nivel de 30 a 60% de PS provocé una tendencia
significativa de disminucion en la retencion de nitrégeno. Lo que sugiere que un mayor nivel
de PS (mayor al 30%) en dietas para totoaba puede repercutir de manera negativa en la
retencién de nutrientes y por consiguiente en el crecimiento de los peces. Por otra parte, en
comparacion al control, la suplementacion de taurina incrementd significativamente la
retencion de nitrégeno y energia en la dieta con 30% de PS (tratamiento PS30T), pero tales
efectos no fueron observados en la dieta elaborada con 60% de PS (tratamiento PS60T).
Como ha sido mencionado con anterioridad, una de las principales funciones que han sido
atribuidos a la taurina es el aumento de la digestibilidad de lipidos a través del incremento de
la eficiencia enzimatica de las lipasas dependientes de sales biliares (Gjellesvik et al., 1992;
lijima et al., 1998; Chatzifotis et al., 2008; Rueda Lépez, 2013); por lo que es posible que,
pese al menor consumo en las dietas elaboradas con PS de alimento en los juveniles de
totoaba, el aumento en la retencion de nitrégeno y energia fuera el resultado de los beneficios

de la taurina. Aunque mayores estudios son necesarios para verificarlo.

Desde una perspectiva general, se considera que los peces tienen la capacidad para
adaptar su metabolismo a diferentes condiciones nutricionales como las impuestas por el uso

de altos niveles de proteinas de origen vegetal o por variaciones en la disponibilidad de
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nutrientes como las proteinas (Meton et el., 1999; Martin et al., 2003; Vilhelmsson et al., 2004;
Dias et al., 2005; Messina et al., 2007; Pérez-Jimenez et al.,, 2009a). No obstante,
particularidades especificas determinan el modo como los peces regulan su metabolismo
intermediario y como éste influye directamente en la relacion entre energia y nutrientes que
requieren, por lo anterior, no es conveniente tratar de unificar las respuestas metabdlicas ante
deficiencias nutricionales entre especies (Drabowski y Guderley, 2002; Guillaume, 2004). En
este sentido, este trabajo proporciona la primera base de datos acerca de la respuesta de la
actividad de las enzimas claves del metabolismo hepatico de juveniles de T. macdonaldi ante

el uso de diferentes condiciones nutricionales.

Los resultados observados en este experimento indican que la utilizacion de PS en
las dietas de totoaba provocO disminuciones significativas en las enzimas glutamato
deshidrogenasa (GDH), hexoquinasa (HK), glucoquinasa (GK) y fructosa 1-6 bifosfatasa
(FBPasa), independiente de la adicion de taurina. A diferencia de nuestros resultados con la
totoaba, se ha reportado que el metabolismo de los aminoacidos de la trucha arco iris no
resulté afectado por la sustitucion del 100% de harina de pescado con una mezcla de
proteinas vegetales (gluten de maiz, gluten de trigo, trigo entero extruido, chiicharo extruidos
y harina de canola) (Vilhelmsson et al, 2004). Mientras que para la dorada (S aurata) y la
corvina europea (D. labrax), esta reportado que los cambios en la actividad de enzimas ALAT,
ASAT y GDH (que participan en el catabolsimo de los AA) puede estar relacionada a un
desbalance en el perfil de AAE y AANE de sus dietas (Gomez-Requeni et al., 2003; Peres y
Oliva-Teles, 2006, 2007), ya que la proteina vegetal puede presentar una limitada
disponibilidad de AAE como arginina, lisina y metionina (Francis et al., 2001). Sin embargo,

las dietas experimentales utilizadas en el presente estudio fueron formuladas para
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proporcionar niveles de AAE y AANE similares a los de la dieta control, a excepcion de la
taurina. Al respecto, nuestros resultados muestran que el factor taurina desempefo un papel
altamente significativo en la regulacion de las diferentes enzimas clave del metabolismo
intermediario (catabolismo de AA, glucdlisis, gluconeogénesis y lipogénesis) de la totoaba,

incluso a diferentes niveles de PS en las dietas.

Por otra parte, si bien el factor taurina indujo un aumento significativo de la actividad
de la enzima FBPasa (relacionada a la gluconeogénesis), con aumento ademas de la
actividad de las enzimas GK (glucolisis) y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD)
(vinculada a la lipogénesis) en el higado de los juveniles de totoaba; la actividad de las
enzimas enzimas malicas (EM) y acido graso sintetasas (FAS, lipogénesis) no resultaron
influenciadas. Las actividades de las enzimas EM y FAS son indispensables para la etapa
final de producciéon de &cidos grasos y triglicéridos de novo en los animales (Salway, 2004).
Sin embargo, dado que en nuestros resultados se observd que la actividad de las enzimas
EM y FAS no fueron estimuladas en los tratamientos donde se obervé un aumento
significativo en la cantidad de lipidos almacenados en el higado (PS30, PS30T, PS60 y
PS60T), esto nos sugieren que la sintesis de novo de la glucosa observada en nuestro
estudio (aumento de la actividad de la FBPasa) no fue utilizada para la sintesis de novo de
lipidos. Por otro lado, debido a que los resultados en el contenido de lipidos y glucégeno
hepéticos fue significativamente mayor en los peces alimentados con las dietas a base de PS,
esto parecen indicar una posible reduccién del catabolismo de glucégeno vy lipidos hepaticos
en lugar del aumento de la sintesis de novo de estas reservas energéticas. Por lo que, estos
resultados podrian indicar que dietas a base de PS inducen a un estado de energia

desfavorable en los juveniles de totoaba, o que conduce a una disminucién de la regulacién
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de las enzimas del catabolismo de aminoacidos y de gluconeogénesis, asi como a una
disminucién de la regulacion de la movilizacion de la energia de reserva (glucogeno y lipidos)

hepaticos.

Por otra parte, el aumento de G6PD debido al factor taurina esta posiblemente en
relacion con la respuesta del sistema de defensa antioxidante de totoaba (que se discute mas
adelante). En la lobina europea, la actividad de G6PD es casi 20 veces mas alta que la
actividad de las EM, por lo que se considera que para esta especie, los equivalentes
reductores citoplasmicos de NADPH son proporcionados principalmente por la via de las
pentosas fosfato (Dias et al.,, 1998). Resultados similares han sido reportados para el
lenguado, Solea 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 G6PD en
comparacion con la actividad de EM. En la presente investigacion, los juveniles de totoaba
alimentados con las dietas experimentales suplementadas con taurina (PS30T y PS60T) y la
dieta control mostraron actividad de G6PD al menos 3 veces mayor que la observada para las
EM. Ademas, pese al aumento de la activida de G6PD, la actividad de las FAS no mostro
estar influenciada por la composicion de las dietas. Por lo que esto podria sugerir que la
enzima G6PD encontrada en la totoaba es el productor principal de NADPH, que a su vez
parece ser utilizadas mas para fines de reduccion de equivalentes que para la produccién de

compuestos energéticos de almacén (lipidos de novo).

Respecto al estado oxidativo hepético de totoaba, el uso de concentrado de proteina
de soya en sustitucion de la harina de pescado parece haber inducido una situacién de estrés

oxidativo hepatico, ya que los niveles de lipoperoxidaciéon (LPO) se incrementaron en los
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peces alimentados con las dietas PS30 y PS60, con un aumento significativo en PS60.
Ademas, se observo un aumento de la actividad de la superdxido dismutasa (SOD) en las
dietas elaboradas con PS, la cual resulté significativa para el tratamiento PS30, lo que sugiere
una mayor presencia de radicales superéxido de oxigeno (O%), lo que podria ser en parte una
consecuencia del aumento de lipoperoxidacion (LPO) observado en el higado o los
hepatocitos de los peces alimentados con las dietas sin el suplemento de taurina, debido a
gue en estas se observo una falta de respuesta en la actividad de las enzimas catalasa (CAT)
y glutation peroxidasa (GPX), responsables de neutralizar los productos de H,O, generados
por la SOD. Por otra parte, el uso de taurina invirti6 los efectos negativos al anular el estrés
oxidativo inducido por la PS. Si bien diferentes factores pueden estar involucrados en este
proceso, se reconoce que la taurina posee atributos para funcionar como antioxidante y de
proteccion de tejidos como el corazon, higado, eritrocitos y rifion al neutralizar y eliminar
algunos productos reactivos intermedios como el &cido hipocloroso generado por
mieloperoxidasa (Hu et al., 2008; Azuma et al., 2009; Chang et al., 2011). Asimismo, esta
reportado que la taurina mejora el sistema de defensa antioxidante a través de la inhibicion de
procesos de LPO, mitigando asi el consumo de GSH. Ademas, la taurina puede proteger a
las células como un antioxidante indirecto a través de la osmorregulacion y estabilizacion de
membranas, lo que evita alteraciones de la funcionalidad y la integridad del metabolismo
celular (Timbrell et al., 1994; Guillaume, 2004; Mas et al., 2004; Chesney et al., 2012). Otros
estudios han propuesto que los antioxidantes no enzimaticos como la taurina pueden jugar un
papel fundamental en defensa contra el estrés oxidativo en los peces, ya que se han
detectado altos niveles de antioxidantes no enzimaticos con respecto a la actividad de las
enzimas antioxidantes (Martinez-Alvarez et al., 2005). En este sentido, los resultados del

presente estudio podrian sefialar que es posible que la taurina podria desempefara un papel
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crucial en el mantenimiento del sistema de defensa antioxidante de la totoaba, no solo al
participar directamente en la eliminacion de especies de oxigeno reactivas e inhibir el proceso
de peroxidacion lipidica, sino también mediante la estimulaciéon de la accion/sintesis de

enzimas antioxidantes como CAT, observado en este estudio.

Por otro lado, los resultados indican que la disminucion del dafio oxidativo de las
células hepaticas de los juveniles de totoaba estuvo significativamente relacionada con el
aumento de la actividad de la enzima G6PD. En diferentes especies animales, se ha
propuesto que la enzima G6PD es la fuente predominante de NADPH para defender contra el
estrés oxidativo, debido a que una de las funciones principales del NADPH es mantener los
niveles de GSH intracelular a través de la reduccion de GSSG a GSH por la enzima glutation
reductasa (GR) en las células (Salvemini et al., 1999; Leopold y Loscalzo, 2000; Kirsch y De
Groot, 2001; Morales et al., 2004; Castro et al., 2012). Ademas, se ha encontrado que la
NADPH se une fuertemente a la enzima CAT con el fin de evitar que esta enzima pueda
inactivarse por su propio substrato (Kirkman et al., 1999; Leopold y Loscalzo, 2000; Gaetani
et al., 2005). Otros autores han propuesto que el NADPH podria actuar como antioxidante
directo al eliminar radicales libres y en la reparacion de biomoléculas dafiadas (Kirsch y De
Groot, 2001). En los mamiferos, la disminucion en la actividad de G6PD esta asociada con el
aumento de la vulnerabilidad de los hepatocitos y eritrocitos al ataque oxidativo y el
consiguiente dafo a las estructuras y funciones celulares (Salvemini et al, 1999; Leopold y
Loscalzo, 2000; Abele y Puntarulo, 2004; Morales et al., 2004). En este sentido, nuestros
resultados sugieren que la actividad de la enzima G6PD podria ser importante para la

defensa antioxidante, y por tanto, en el mantenimiento del estado redox de las células de
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totoaba a través de la generacion de NADPH necesario en la modulacion de las defensas

antioxidantes.

En la presente investigacion, los resultados muestran que el uso de PS sin la
suplementacién de taurina en las dietas indujo la anomalia conocida como “sindrome de
higado verde” en los juveniles de totoaba. No obstante, los andlisis estadisticos indican, que
independiente del nivel de PS utilizada en las dietas, el factor taurina fue determinante para
prevenir el “sindrome de higado verde” en totoaba. Diferentes estudios como los de jurel cola
amarilla y la dorada japonesa han demostrado que existe una relacion entre el desarrollo del
“sindrome de higado verde” y la deficiencia de taurina en sus dietas, cuando éstas son
elaboradas sin harina de pescado o con harina de pescado sin taurina (Takagi et al., 2005,
2006, 2008, 2010, 2011). Los autores reportan que, para estas especies, el “sindrome de
higado verde” puede ser debido a la acumulacién del pigmento biliverdina (producto de la
destruccion de los eritrocitos y metabolismo del grupo heme) causado por la desestabilizacion
de membranas y la alteracion de los procesos de osmorregulacion en los eritrocitos por
deficiencia de taurina. Los investigadores reportan que los peces con “sindrome de higado
verde” presentaban ademas una disminucion de la excrecion de los pigmentos biliares
hepaticos (bilirrubina, sintetizada a partir de biliverdina) hacia la bilis. En el presente estudio,
las dietas elaboradas con PS sin suplemento de 1% taurina contenian niveles de taurina
similares a los proporcionados por la dieta control elaborada solo con harina de pescado
(0.5% de la dieta). Sin embargo, el aumento de actividad de las enzimas SOD, de los niveles
de LPO y la presencia del “sindrome de higado verde” sugieren que la PS indujo mayor
estrés oxidativo en el higado de los juveniles de totoaba, y por lo tanto, una mayor demanda

metabdlica de taurina. Lo anterior debido a que los tratamientos elaborados con PS y
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suplementados con 1% de taurina indujeron la recuperacion del metabolismo intermediario,
del sistema de defensa antioxidante y previnieron el “sindrome de higado verde” durante las 6
semanas que duro el experimento. En este sentido, la dimisnucién del contenido de proteinas
hepaticas, con aumento de lipidos y glucégeno, asi como la depresidon metabdlica, el
aumento de los niveles de dafio oxidativo, los procesos de dafio (reversible) del tejido
hepatico, los cambios severos en el tejido sanguineo (que se discuten mas adelante), junto a
una disminucion de la tasa de crecimiento en los peces alimentados con PS sin suplemento
de taurina, sugieren el posible desarrollo de un proceso patolégico que probablemente se
podria manifestar de manera mas clara ante periodos de cultivo prolongados con dietas

formuladas con altos contenidos de proteina de soya y limitada disponibilidad de taurina.

Como se ha mencionado anteriormente, la taurina es esencial para el mantenimiento
de la homeostasis de los eritrocitos y de los hepatocitos en peces carnivoros como el jurel
cola amarilla y la dorada japonesa (Watanabe et al., 1998; Matsunari et al., 2005; Takagi et
al., 2005, 2008; Espe y Holen, 2013). Asimismo, los resultados del presente estudio indican
que la taurina funciona como un importante regulador de variables hematologicas como el
namero de eritrociotos circulantes (EC), hematocrito (HT), media de hemoglobina celular
(MHC) y media de la concentracion de hemoglobina celular (MCHC) en totoaba. Por otro
lado, el aumento de los niveles de PS en las dietas para totoaba repercutieron con efectos
negativos en las variables HB, MCH y MCHC. Si bien se desconocen los intervalos de
referencia de las diferentes variables hematoldgicas para diagnosticar la condicion de salud
de T. macdonaldi, la disminucién de la concentracion de hemoglobina y de reduccion de los

valores de MCHC, comparada con el tratamiento control, son considerados indicadores de
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procesos de anemia en los animales en general (Thrall, 2004; Brockus, 2010). En este
sentido, es posible que el aumento de los valores de EC y HT observados en los juveniles de
totoaba alimentados con las dietas elaboradas con PS (sin taurina) fuera la respuesta de un
mecanismo de compensacion en los organismos afectados por la disminucién de HB en la
sangre. Por otra parte, la disminucion de la HB en los juveniles de totoaba debido al aumento
del nivel de PS en las dietas, pudiera estar relacionado con los fitatos. Este componente
antinutricional de la soya es conocido por causar efectos que pueden degenerar en procesos
de anemia al formar complejos insolubles con cationes metélicos de importancia nutricional
como el zinc, hierro, cobre, magnesio y calcio, que al no ser absorbidos durante el proceso
digestivo degeneran en deficiencias nutricionales. Asimismo, esta documentado que pese al
avance tecnoldgico para eliminar la mayoria de los componentes anti nutricionales de los
productos derivados de la soya, los fitatos son uno de los antinutrientes que mas han resistido
a tales procesos (Mendoza et al., 1998; Storebakken et al., 2000; Bara¢ et al., 2004; Deak y
Johnson, 2007; Brockus, 2010). Otros investigadores recomiendan el uso de fitasas en dietas
elaboras con PS para los peces, ya que estas enzimas parecen reducir de manera
significativa la cantidad de fitatos en el tracto digestivo y por ende, su efectos adversos
(Storebakken et al., 2000; Francis et al., 2001; Ngandzali et al., 2011). En este sentido,
nuestros resultados sugieren que el uso de mayores cantidades de PS en dietas para totoaba
puede requerir ademas del aumento de la suplementaciéon de taurina, el uso de otros
suplementos que permitan una mejor utilizacién de la PS sin repercusiones en la salud de los

organismos.
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Consecuentemente con la disminucion de la HB en los juveniles alimentados con el
mayor nivel de PS en las dietas, también se presenté una disminucién en la concentracion de
albumina (AL), pero con aumento de la concentracion de las globulinas (Glb) y de la glucosa
plasmatica (GLU) en en el plasma sanguineo de los juveniles de totoaba. En los animales, la
AL y GIb representan mas del 95% de las proteinas circulantes en el plasma sanguineo, y si
bien los valores de la relacién AL: Glb esta en funcion de cada especie, un desequilibrio en la
relacion de estas variables es considerado un indicador de inflamacién y/o de procesos de
disfuncion hepatica (Kaysen et al., 2002; Mazzaferro et al., 2002; Giannini et al., 2005). Por
otro lado, el incremento no-posprandial de la glucosa en la sangre de los peces pudiera
advertirse como una respuesta ante factores de estrés cronico (Vijayan et al., 1990; Trenzado
et al., 2006). Dado que en el presente estudio se observO un aumento significativo de
agregados de células inflamatorias en el tejido hepatico de los peces alimentados con el
mayor nivel de PS, es posible que el aumento de las Glb esté relacionado a un proceso de
hipersensibilidad causada por el aumento de PS. Anti-nutrientes como las saponinas,
isoflavonas y los fitatos de los concentrados de soya han sido relacionados con el aumento
de las reacciones inflamatorias en la trucha arcoiris, en el salmon del Atlantico y el salmén
Oncorhynchus tshawytscha (Bureau et al.,, 1998; Storebakken et al., 2000; Francis et al.,
2001; Knudsen et al., 2008). Por lo que, como se ha sugerido en el presente escrito, es
posible que el aumento de los niveles de PS en las dietas conllevara a una mayor exposicion
de sus componentes antinutricionales en la totoaba. Ademas, en el presente estudio se
observé una significativa disminucion de la concentracion de AL en el plasma sanguineo de
los juveniles de totoaba alimentados con el mayor nivel de PS en la dieta (60%). En los
animales terrestres esta descrito que diferentes factores pueden ser causa de

hipoalbuminemia, tales como cirrosis y lipidésis hepatica, enteritis e inflamacién
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gastrointestinal, alteraciones endocrinas, enfermedades renales, diabetes, entre otras
(Mazaferro et al., 2002). Por lo tanto, es posible que los resultados de la disminucion de AL
observada en el presente estudio esté en relacion con los diferentes procesos de alteracion
hepatica y/o de enteritis por hipersensibilidad en los peces alimentados con el mayor nivel de
PS (PS60, 60%), y que la suplementacion de taurina a este nivel de PS (PS60T) no fuera
suficiente para mantener los niveles de sintesis de AL en totoaba. Estudios sobre los
requerimientos de taurina en el jurel cola amarilla han reportado que esta especie carnivora
presenta alrededor del 1% de requerimiento de taurina en dietas elaboradas a base de harina
de pescado. Sin embargo, los autores indican que la sustitucion del 100% de la harina de
pescado por concentrado de proteina de soya provoca un aumento de los requerimientos de
taurina de hasta en un 4% de la dieta para evitar procesos de disfuncion hepatica y anemia
hemolitica (Matsunari et al., 2005; Takagi et al., 2005, 2008). Futuros estudios son necesarios
para aclarar los niveles de requerimiento de taurina en los juveniles de totoaba ante

diferentes niveles de inclusién de ingredientes vegetales.

83



Bafiuelos Vargas 1. 2014. Tesis

2.9 Conclusiones

Este estudio indica que la taurina puede ser un nutriente esencial para el
mantenimiento de las condiciones fisiologicas y metabdlicas normales de la totoaba ante la
inclusion de proteinas vegetales. Asimismo, los resultados indican que la deficiencia de
taurina es el factor principal que desencadena el incremento de los niveles de dafio oxidativo
hepatico y del desarrollo del “sindrome de higado verde” en los juveniles de totoaba
alimentados con dietas a base de concentrado de proteina de soya; por lo que la taurina
resulta esencial para el mantenimiento de la salud hepatica de los juveniles de totoaba. Por
otra parte, presencia de organismos con “sindrome de higado verde” (11% de muestras
analizadas) en el tratamiento control (cuyo contenido de taurina fue de 0.5% de la dieta)
sugiere que los juveniles de totoaba pueden tener mayores requerimientos de taurina ante

condiciones de cultivo prolongadas.

Finalmente, los resultados de la presente investigacion indican que las dietas
elaboradas con 30% de sustitucion parcial de harina de pescado con concentrado de proteina
de soya y suplementadas con 1% de taurina pueden ser utilizadas para la alimentacion de
juveniles de totoaba durante 6 semanan sin provocar efectos negativos en la condicion de
salud hepética de la totoaba y ademas producir valores de crecimiento comparable a los

peces alimentados con una dieta a base de harina de pescado.
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EXPERIMENTO II: Efectos de dietas elaboradas con sustitucion parcial de harina y aceite
de pescado por ingredientes vegetales (concentrado de proteina de soya y almidon) con

y sin taurina en juveniles de totoaba.

3.1 Disefio de dietas experimentales

Para este experimento (EXP Il) fueron elaboradas 4 dietas experimentales con
isoenergéticas (19 kJ digestibles g™ dieta) e isoproteicas (50% proteina cruda). Estas 4 dietas
fueron elaboradas con niveles “moderados” de carbohidratos (18% de almidon de maiz
gelatinizado) en sustitucion parcial del aceite de pescado (Tabla 11). Dos dietas de este
grupo fueron elaboradas con harina de pescado como fuente principal de proteinas sin y con
el suplemento de 1% de taurina (AHP y AHPT, respectivamente). Las otras 2 dietas fueron
elaboradas con concentrado de proteina de soya (PS) en sustitucion parcial del 30% de la
harina de pescado sin y con el suplemento taurina (APS y APST, respectivamente). El
contenido de PS utilizado se obtuvo a partir de los mejores resultados obtenidos del EXP | de
la presente tesis. También se formuld una dieta control (DC) con 50% de proteina cruda (con
harina de pescado como fuente principal de proteinas) y unicamente con 10% de almidén de
maiz gelatinizado. Las dietas experimentales (AHP, AHPT, APS y APST) fueron
suplementadas con metionina y mezcla de minerales hasta niveles similares a los
proporcionados por la DC. La composicion de los diferentes ingredientes en las dietas

experimentales y la DC se presenta en la Tabla 11.
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Tabla 11. Composicién de ingredientes de las dietas experimentales elaboradas con
almidon, concentrado de proteina de soya sin y con el suplemento taurina.

Ingredientes, g ka* materia seca DC __AHP _ AHPT APS APST
Harina de pescado* 605 605 605 416 416
Concentrado de proteina de soya® 00 00 00 178 178
Harina de krill 60 60 50 60 50
Gelatina 50 50 50 50 50
Almidén de maiz 100 180 180 180 180
Celulosa 60 14 14 00 00
Aceite de pescado 72 38 38 53 53
Mezcla de Minerales® 25 25 25 33 33
Mezcla de Vitaminas® 28 28 28 28 28
Metionina® 0.0 0. 0.0 2.0 2.0
Taurina® 0.0 0.0 10.0 0.0 10.0

1 Harina de pescado comercial HighPro (proteina cruda: 71%; lipidos crudos: 12%;
cenizas: 17%).

2 Concentrado de proteina de soya de SilverCup (proteina cruda: 71%; lipidos crudos:
2.6%; cenizas: 7%; Extracto libre d enitrdgeno: 19.4%).

3 Mezcla de minerales (g kg'ldieta): KH,PO,4 320; NaH,PO,, 250; Ca (H,PO,),, 200;
MgSO47H20, 150; CgH1,CaOg, 35; CsHsFeO4, 25; NacCl, 10; ZnS0,.7H,0, 3.53;
MnS04.H,0, 1.62; CuS0O4.5H,0, 0.31; CoCl,.6H,0, 0.01.

4 Mezcla de Vitaminas (mg kg™): inositol, 256.39; niacina, 51.28; riboflavina; p-
aminoacido benzoico, 25.53; acido pantoténico, 17.92; B-carotenos, 9.39; menadiona,
6.11; tiamina, 3.85; piridoxina, 3.06; acido félico, 0.96; biotina, 0.39; colecalciferol,
25793IU; cianocobalamina, 5.59; cloruro de colina 20.0.

5 Aminoacidos de Pharmaceutical Co., LTD.

La elaboracion y almacenamiento de las diferentes dietas utilizadas en el EXP Il se
realiz6 de acuerdo con la metodologia descrita previamente en el apartado 2.1 de la presente
tesis. La composicion proximal final, composicion de AAE y AANE de las diferentes dietas

(metodologia descrita en el apartado 2.5) es presenta en la Tabla 12.
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Tabla 12 Composicion proximal, de aminoacidos esenciales (AAE) y no esenciales
(AANE) de las dietas experimentales para juveniles de Totoaba macdonaldi utilizados
en el EXP II.

Composicion proximal, %

) DC AHP AHPT APS APST
Materia seca
Materia seca 93.2 954 94.9 91.5 92.1
Proteina cruda 50.4 49.9 50.5 49.1 50.2
Lipidos crudos 14.4 11.0 10.5 10.8 10.6
Almidon 8.8 17.8 17.2 16.7 16.0
Cenizas 13.9 14.3 13.9 12.8 14.7
ELN? 5.80 2.08 2.83 2.14 0.55
Eenrgia total (kJ g* dieta) 21.4 19.0 19.4 19.0 19.6
Aminodcidos, g 100g™* dieta, materia seca
AAE
Histidina 1.2 1.3 1.3 1.4 1.3
Arginina 3.5 3.1 3.4 3.3 3.4
Treonina 2.2 2.3 2.2 2.3 2.3
Valina 2.7 2.4 2.7 2.8 2.8
Metionina 1.7 1.6 1.6 1.6 1.6
Lisina 3.6 3.6 3.5 3.5 3.5
Isoleucina 2.6 2.3 2.4 2.2 2.2
Leucina 4.6 4,2 3.9 4.0 3.9
Fenilalanina 2.3 2.5 2.5 2.5 2.4
AANE
Acido aspartico 3.9 3.8 2.9 3.3 2.9
Serina 2.2 2.6 25 2.1 2.3
Acido glutamico 7.3 7.7 7.0 7.2 6.6
Glicina 3.7 3.7 3.8 3.8 3.9
Alanina 3.5 3.3 3.3 3.3 3.5
Prolina 3.0 3.1 3.3 3.4 3.2
Tirosina 1.8 1.9 1.8 1.9 1.8

Condicionalmente esencial
Taurina 0.4 0.2 1.4 0.3 1.5

1 Extrato libre de nitrdgeno= 100- (humedad + proteina cruda + lipidos crudos + almidén +
cenizas).
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3.2 Condiciones de cultivo

375 juveniles de T. macdonaldi fueron proporcionados por la Unidad en Biotecnologia
en Piscicultura (UBP), de la Facultad de Ciencias Marinas de la UABC, para el desarrollo del

EXP II. Asimismo, el EXP Il fue realizado en las instalaciones proporcionadas por la UBP.

Los 375 juveniles de totoaba, con peso inicial de 20.3 £ 2.5 g, fueron distribuidos en
grupos de 25 organismos por réplica (tanque). A cada tratamiento (dieta) le fueron asignadas
3 réplicas de manera aleatoria. El bioensayo de alimentacion fue realizado en el sistema de
cultivo utilizado en el EXP | (descrito en el apartado 2.2 de la presente tesis). Durante el
transcurso del experimento, los parametros de temperatura (23.5 £0.5 °C), oxigeno (6 £0.5 mg
L") y fotoperiodo (12 h luz: 12 h oscuridad) fueron monitoreados y controlados. El periodo de
alimentacion tuvo una duracion de 45 dias. Los peces fueron alimentados hasta aparente
saciedad 3 veces al dia (8:00, 13:00 y 18:00h), 7 dias a la semana. Se tomo especial cuidado
para evitar que en los tanques no quedara alimento sin consumir por los peces. Al final de la
altima alimentacion de cada dia fue registrado el consumo del alimento por dia por tanque
(x0.019g). Después de la primer y ultima alimentacion del dia (pasado un periodo de al menos

90 minutos) se procedia a realiza la limpieza individual de los tanques a través de sifoneo.

3.3 Biometrias y obtencion de muestras

Pala la obtencion del peso y longitud de los peces, estos fueron previamente
sometidos a un periodo de 24 horas de ayuno. Posteriormente, los peces fueron anestesiados

y tomadas las mediciones individuales de peso (£0.01g) y longitud (x0.1cm) al inicio, mitad y
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final del experimento. Al inicio del experimento se tomaron muestras de higado, musculo y

pez entero para los analisis de composicién proximal inicial.

Después de la biometria final, los peces fueron alimentados de manera regular por 3
dias para disminuir los efectos del estrés por manejo. Posteriormente los peces fueron
sometidos a 24 horas de ayuno. Se utilizé la metodologia descrita en el EXP | (apartado 2.3)
para los analisis hematoldgicos, colecta de muestras para los analisis de composicion
proximal en higado y pez entero, asi como para la colecta de muestras de higado para los
analisis de las diferentes enzimas (descrito en el apartado 2.5.3 de la presente tesis) del
metabolismo intermediario, del sistema de defensa antioxidante, para analisis de glucégeno y

analisis histologicos.

3.4 Parametros de crecimiento, eficiencia alimenticiay retencién de nutrientes

Los parametros de crecimiento y eficiencia alimenticia determinados para este

experimento estan descritos en el apartado 2.4 de esta tesis.

3.5 Métodos analiticos

Las metodologias para determinar la composicion proximal de dietas y tejidos,
composicion de amino acidos de las dietas, actividad de las enzimas del metabolismo

intermediario y del sistema de defensa antioxidante, andlisis de peroxidacién de lipidos
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hepatica o LPO, analisis histopatolégicos y analisis hematologicos, fueron realizadas de

acuerdo con los métodos descritos previamente en el apartado 2.5 de esta investigacion.

3.6 Andlisis estadistico

El disefio experimental fue aleatorio simple. Los resultados son reportados como
promedio + error estandar (del grupo de datos). Los analisis de normalidad vy
homocedasticidad de los grupos de datos fueron realizados con las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y Levene, respectivamente. Para determinar diferencias entre los resultados
obtenidos en cada tratamiento experimental en comparacion con el tratamiento control, fue
realizado un analisis de comparacion multiple de Dunnet de ANOVA de una via. Para
determinar los efectos de los factores independientes de concentrado de proteina de soya
(PS), taurina y de su interaccion, se realiz6 un ANOVA de dos vias. Los resultados que
presentaron 2 o mas datos por réplica (tanque), fueron anidados dentro del tratamiento
correspondiente. Para determinar la significancia de los cambios histopatolégicos entre
tratamientos, se realizd el analisis estadistico No-paramétrico de Mann-Whitney para
determinar diferencias en comparaciones por pares de tratamientos. Para los diferentes
analisis estadisticos se considerd6 como efectos o diferencias significativas cuando P < 0.05.
Los analisis estadisticos fueron realizados a través del programa SPSS version 20.0 para

Windows (SPSS, Inc.).
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3.7 Resultados

3.7.1 Crecimiento y eficiencia alimenticia

Al final del experimento, los peces alimentados con las dietas AHPT y DC (69.5 y
71.5 g, respectivamente) no presentaron diferencias significativas en el peso final (Figura 10).
Sin embargo, los tratamientos AHP, APS y APST (65.5, 60.0 y 59.6 g, valor promedio

respectivamente) mostraron los valores menores de peso final en comparacion a la DC.
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Figura 10. Peso final (promedio zerror estandar, n=75) de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con almidon (A), concentrado de proteina de soya (PS) sin y
con el suplemento taurina. Asteriscos sobre las columnas indican diferencias
significativas, donde DC>*, cuando P < 0.05.
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Los tratamientos AHPT y DC mostraron valores similares de peso ganado e ICD,

mientras que el restos de las dietas experimentales presentaron lo valores menores en estos

parametros (Tabla 13). Los resultados estadisticos indican que el factor PS (independiente de

taurina) afectd significativamente los diferentes pardmetros de crecimiento determinados en

este estudio.

Tabla 13 Crecimiento en peso y eficiencia alimenticia de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con almidon, concentrado de proteina de soya sin y con el
suplemento taurina.

Dietas DC AHP AHPT APS APST SEM!
Peso ganado, g kg* ABWday™ 24.8 232t 244 217t 21.9t 0.4
ICD 3.16 287t 3.08 2.60t 262t (07
IDA, g kg™ ABWday™ 27.4 266 26.9 29.8f 29.4% 0.40
EA 1.16 1.15 1.17 098t 1.00t 0.02
EP 2.30 2.31 231 2.00t 2.00t 0.05
Sobrevivencia, % 100 98.7 98.7 100 100 1.19

ANOVA de 2 vias (valores de P en tabla)

Fuentes de variacién
PS?  Taurina Interaccion

Peso ganado <0.01 0.16 0.29
ICD <0.01 0.17 0.23
IDA <0.01 0.80 0.98
EA <0.01 0.55 0.97
EP <0.01 0.99 0.92

1 SEM: error estandar. ICD: indice de crecimiento diario; IDA: ingesta diaria de alimentos;
EA: eficiencia alimenticia; EP: eficiencia proteica. Valores en el mismo renglén con simbolos
significan diferencias significativas entre las dietas experimentales (AHP, AHPT, APS,
APST) y la dieta control (DC), donde $>DC>t cuando P < 0.05. En la parta inferior de la
tabla se muestran los resultados del ANOVA de 2 VIAS donde el efecto significativo se
presenta cuando P < 0.05. 2 Concentrado de proteina de soya (PS).
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Los peces alimentados con las dietas AHP y AHPT no presentaron diferencias
significativas en los valores de IDA, EA y EP respecto al tratamiento DC (Tabla 13). Por su
parte, los tratamientos APS y APST mostraron un aumento significativo de la IDA (276.5 g kg
'ABW™day™), pero con los valores menores de EA y EP (<1.00 y <2.00, respectivamente) en
comparacion al tratamiento DC (70.3, 1.16 y 2.30, para IDA, EA y EP respectivamente). Los
resultados del andlisis de ANOVA de 2 vias indican que la combinacion de PS (independiente
de taurina) fue el factor que influyd en el aumento de IDA y en la disminucion de la EA 'y EP
en los juveniles de totoaba. Por otra parte, tanto los tratamientos experimentales, como la DC,

mostraron valores de sobreviviencia mayores al 98%.

3.7.2 Retencion de nutrientes y composicion proximal de pez entero y musculo

Al final del experimento, la ingesta de nutrientes (nitrégeno, lipidos y energia total) fue
similar entre los tratamientos AHP, AHPT y la DC (1.74-1.78, 2.44-2.56 y 4.22-4.61 g kg
ABW™ dia™, para nitrégeno, lipidos y energia, respectivamente); mientras que los
tratamientos APS y APST presentaron los mayores valores en ingesta de nitrégeno y lipidos

(22.06y2=2.95gkg ABW ™ dia™, respectivamente) (Tabla 14).

94



Bafiuelos Vargas 1. 2014. Tesis

Tabla 14. Retencidén de nutrientes en juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados
con almidon, concentrado de proteina de soya sin y con el suplemento taurina.

Dietas DC AHP AHPT APS APST SEM!
Nitrégeno

Ingesta (g kg ABW ™' dia™") 1.74 178 1.78 2.06f 2.09f 0.05
Retencion (g kg ABW ™' dia™) 043 042 049 047 043 0.02
Retencion (%) 247 237 275 226 205 0.9
Lipidos

Ingesta (g kg ABW ™' dia™") 244 256 245 295f 299t 0.07
Retencién (g kg ABW ™' dia™") 041 054 055 044 044 0.02
Retencion (%) 16.8 21 224 152 149 1.10
Energia

Ingesta (kJ kg ABW ™" dia™") 461 425 428 498 511%f 0.11
Retencion (kJ kg ABW ™" dia™) 085 086 0.98 093 085 0.03
Retencion (%) 184 203 228t 186 167  0.70

ANOVA de 2 vias (valores de P en tabla)

Fuentes de variacion

PS? Taurina Interaccion
Ingesta Nitrogeno <0.01 0.79 0.77
Retencion (g kg ABW ™ dia™) 0.80 0.72 0.20
Retencion (%) 0.03 0.61 0.10
Ingesta lipidos <0.01 0.68 0.39
Retencion(g kg ABW™" dia™) 0.09 0.90 0.92
Retencién (%) 0.01 0.79 0.69
Ingesta Energia <0.01 0.59 0.75
Retencion (kJ kg ABW™' dia™) 0.67 0.78 0.19
Retencion (%) 0.01 0.78 0.09

1SEM: error estandar. Valores en el mismo renglén con simbolos significan diferencias
significativas entre las dietas experimentales (AHP, AHPT, APS, APST) y la dieta control
(DC), donde ¥>DC>t1 cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se muestran los
resultados del ANOVA de 2 VIAS donde el efecto significativo se presenta cuando P < 0.05.
2 Concentrado de proteina de soya (PS).

Los valores mas altos de retenciébn de nutrientes fueron obervados para el
tratamientos AHPT, la cual fue significativa para la retencién de energia total (5.11 kJ kg
ABW™ dia™). Por otro lado, los valores de retencién de nutrientes observados en los
tratamientos experimentales AHP, APS y APST no mostraron diferencias significativas con

respecto al tratamiento DC. Los resultados de ANOVA de 2 vias indican que, por un lado, el
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factor PS (independiente de taurina) indujo el aumento de la ingesta, pero en cuanto a su

retencion el factor PS fue causa de su disminucion.

La composicion proximal del cuerpo entero de los juveniles de totoaba no resultd
significativamente influenciada por la composicion de las diferentes dietas experimentales
(Tabla 15). Asimismo, la composicion proximal de humedad y lipidos del musculo de los
juveniles de totoaba alimentados con las dietas experimentales no resultd significativamente
diferente al tratamiento DC (Tabla 15). Sin embargo, el contenido de proteinas resultd
significativamente menor en el tratamiento APS (18.8%) en comparacion a DC (20.3%). El
analisis de ANOVA de 2 vias muestra que el factor PS (independiente de taurina) indujo una
significativa tendendia de acumulacion de lipidos y cenizas en el tejido muscular de los
juveniles de totoaba. Por su parte, el factor taurina (independiente de PS) también mostrd

tener un efecto significativo en el aumento de cenizas en el masculo de totoaba.
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Tabla 15. Composicién corporal y muscular (peso humedo) de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con almidon, concentrado de proteina de soya sin y con el
suplemento taurina.

Composicién proximal, % DC AHP AHPT APS APST SEM
Pez entero

Humedad 83.5 83.3 81.6 82.3 83.4 0.50
Proteina 11.7 11.5 12.9 12.3 11.6 0.32
Lipidos 1.84 2.23 2.28 1.94 1.94 0.08
Cenizas 2.74 2.63 2.96 2.85 2.66 0.08
Musculo

Humedad 77.0 77.8 77.5 78.0 77.1 0.20
Proteina 20.3 19.7 19.8 18.8t 19.9 0.20
Lipidos 1.48 1.24 1.45 1.88 1.52 0.10
Cenizas 1.26 1.26 1.33 1.39F 1.45% 0.02

ANOVA de 2 vias(valores de P en tabla)

Fuentes de variacién

PS? Taurina Interaccion

Pez entero

Humedad 0.70 0.81 0.20
Proteina 0.71 0.64 0.19
Lipidos 0.08 0.88 0.89
Cenizas 0.83 0.64 0.14
Mdusculo

Humedad 0.80 0.22 0.60
Proteina 0.40 0.17 0.23
Lipidos 0.03 0.60 0.08
Cenizas <0.01 0.02 0.88

1SEM: error estandar. Valores en el mismo renglén con simbolos significan diferencias
significativas entre las dietas experimentales (AHP, AHPT, APS, APST) y la dieta control
(DC), donde ¥>DC>t1 cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se muestran los
resultados del ANOVA de 2 VIAS donde el efecto significativo se presenta cuando P < 0.05.
2 Concentrado de proteina de soya (PS).

3.7.3 Composicion del higado e indice hepatosomatico (IHS)

La composicion de humedad, proteinas, glucdgeno y cenizas del higado de los peces
alimentados con las diferentes dietas experimentales no presento diferencias significativas
con respecto al tratamiento DC (Tabla 16).
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Tabla 16. Composicién del higado (peso humedo) e indice hepatosomatico (IHS) de
juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados almidén, concentrado de proteina de
soya sin y con el suplemento taurina.

Composicién higado, % DC AHP AHPT APS APST SEM'
Humedad 66.1 71.0 698 693 671 0.74
Proteina 9.78 10.03 995 968 961 0.34
Lipidos 13.99 9.33t 9.91t 12.60 13.37 0.73
Glucégeno 800 745 892 7.13 855 0.23
Cenizas 125 139 132 126 122 0.02
IHS 092 08 095 101 106 0.03

ANOVA de 2 vias(valores de P en tabla)

Fuentes de variacién
PS?  Taurina Interaccion

Humedad 0.13 0.22 0.96
Proteina 0.73 0.94 0.99
Lipidos 0.03 0.62 0.95
Glucégeno 0.43 <0.01 0.96
Cenizas <0.01 0.03 0.49
IHS’ 0.11 0.33 0.75

1 SEM: error estandar. Valores en el mismo rengldén con simbolos significan diferencias
significativas entre las dietas experimentales (AHP, AHPT, APS, APST) y la dieta control
(DC), donde ¥>DC>t1 cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se muestran los
resultados del ANOVA de 2 VIAS donde el efecto significativo se presenta cuando P < 0.05.
2 Concentrado de proteina de soya (PS).

No obstante, los resultados también indican que el factor taurina
(independiente de PS) produjo una tendencia significativa de acumulacion de
glucogeno hepatico en los peces alimentados con las dietas siplementadas con 1%
de este nutriente (8.55 y 8.92%, para APST y AHPT respectivamente) con respecto
a los tratamientos no suplementados (7.13 y 7.45%, para APS y AHP
respectivamente). Por su parte, los tratamientos AHP y AHPT presentaron los
menores contenidos de lipidos hepaticos (9.33 y 9.91%, respectivamente) en
comparacion al tratamiento DC (13.99%). Ademas, se observd que el factor taurina

(independiente de PS) produjo una tendencia de aumento en el contenido de lipidos
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hepaticos (13.31 y 9.91%, para APST y AHPT respectivamente) con respecto a los
tratamientos no suplementados (9.33 y 12.60%, para APS y AHP respectivamente).
El analisis de ANOVA de 2 vias indica que tanto el factor PS como la taurina
(pero independientes entre si) indujeron una tendencia de disminucion en el
contenido de cenizas hepéaticas. Por otra parte, las diferentes dietas experimentales

no provocaron efectos significativos en el IHS de los juveniles de totoaba (Tabla 16).

3.7.4 Actividad de enzimas relacionadas con el metabolismo intermediario

Como se puede observar en la Tabla 17, las dietas suplementadas con taurina (AHPT
y APST) indujeron los valores mas altos en la actividad de las enzimas del catabolismo de
AA, lo cual resulté significativo para la enzima ALAT en el tratamiento AHPT (305 mU mg™
proteina) en comparacion al tratamiento DC (219 mU mg™ proteina). Por el contrario, los
tratamientos AHP y APS mostraron los valores mas bajos de actividad de las enzimas del
catabolismo de AA, donde la actividad de GDH result6é significativamente disminuida en el

tratamiento APS (96 mU mg™ proteina) en comparacién con DC (171 mU mg™ proteina).
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Tabla 17. Actividad especifica de enzimas relacionadas con el metabolismo
intermediario hepatico de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con almiddn,
Los datos se

concentrado de proteina de soya sin y con el suplemento taurina.

expresan como mU mg™ proteina.

Dietas DC AHP AHPT APS APST SEM'
Catabolismo de aminoacidos
Aspartato aminotransferasa (ALAT) 727 645 953 572 650 46
Alanina aminotransferasa (ASAT) 219 195 305% 184 208 13
Glutamato deshidrogenasa (GDH) 171 124 198 96t 121 10
Glucolisis
Hexoquinasa (HK) 135 150 16.8 135 129 0.60
Glucoquinasa (GK) 7.96 598 434t 3.461 582 0.65
Gluconeogénesis
Fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) 285 29.2 36.6 258 283 15
Lipogénesis
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) 435 451 65.0f 448 471 29
Enzimas malicas (EM) 173 189 173 17 17.3 0.7
Acido graso sintetasa (FAS) 213 211 189 218 247 0.09

ANOVA de 2 vias(valores de P en tabla)

Fuentes de variacion

PS?  Taurina Interaccion
ALAT 0.12 0.11 0.32
ASAT 0.07 0.03 0.14
GDH 0.05 0.06 0.31
HK 0.09 0.66 0.42
GK 0.79 0.81 0.33
FBPasa 0.14 0.21 0.52
G6PD 0.25 0.17 0.27
EM 0.63 0.72 0.63
FAS 0.19 0.88 0.30

1SEM: error estandar. La actividad de las diferentes enzimas esta expresada en mU mg™
proteina. Valores en el mismo renglon con simbolos significan diferencias significativas entre
las dietas experimentales (AHP, AHPT, APS, APST) y la dieta control (DC), donde t>DC>t
cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se muestran los resultados del ANOVA de 2
VIAS donde el efecto significativo se presenta cuando P < 0.05. 2 Concentrado de proteina

de soya (PS).

Los resultados estadisticos del andlisis de ANOVA de 2 vias no fueron significativos

para GDH, sin embargo, se puede observar que los valores de P para PS y taurina (P=0.05y

0.06, para PS y taurina respectivamente) se encuentran en el limite de la significancia.
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Respecto a la glucolisis, si bien se observdé una menor actividad de GK en los
tratamientos AHPT y APS (con valores de 4.34 y 3.46 mU mg™ proteina) comparado a DC
(7.96 mU mg™ proteina), la glucolisis en general (actividad de HK y GK) no se mostrd
sigfinicativamente influenciada por efectos independientes de los factores PS y taurina (Tabla
17). La gluconeogénesis y lipogénesis no resultaron significativamente influenciadas por la
composicion de las dietas experimentales en comparacion al control (Tabla 17), aunque se
observé que el tratamiento AHPT presento los valores mas altos en la actividad de G6PD (65

mU mg™ proteina) comparado a DC (43.7 mU mg™ proteina).

3.7.5 Estado del sistema antioxidante y peroxidacion de lipidos

En la Tabla 18 se puede observar que el tratamiento AHPT presento los valores mas
altos de actividad de las diferentes enzimas antioxidantes, los cuales resultaron significativos
para GPX (39.3 mU mg™ proteina) en comparacién a DC (26.1 mU mg™ proteina); Asimismo,

el tratamiento AHPT mostré los vaores mas bajos de LPO.
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Tabla 18 Actividad especifica de enzimas antioxidantes y peroxidacion de lipidos en
higado de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con almidén, concentrado de

proteina de soya sin y con el suplemento taurina.

Dietas DC AHP AHPT APS APST SEM'
Superdxido dismutasa, U mg™ proteina 88.6 84.0 96.1 93.1 895 3.9
Catalasa, U mg™ proteina 106.4 107.1 128.8 99.3 1156 5.6
Glutation peroxidasa, mU mg™ proteina 3.41 392 423 371 418 0.19
Glutation reductasa, mU mg™ proteina 26.1 26.0 39.3t 201 17.6 2.4

Peroxidacion de lipidos, nmol MDA g tejido™

8.83 10.45% 755 1043f 8.79 0.32

ANOVA de 2 vias (valores de P en la tabla)

Fuentes de variacién

PS? Taurina  Interaccion
Superoéxido dismutasa 0.93 0.74 0.55
Catalasa 0.52 0.25 0.87
Glutation peroxidasa 0.06 0.42 0.25
Glutatién reductasa 0.83 0.53 0.90
Peroxidacion de lipidos 0.48 0.03 0.47

1 SEM: error estandar. Valores en el mismo renglon con simbolos significan diferencias
significativas entre las dietas experimentales (AHP, AHPT, APS, APST) y la dieta control
(DC), donde ¥>DC>t cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se muestran los
resultados del ANOVA de 2 VIAS donde el efecto significativo se presenta cuando P < 0.05.

2 Concentrado de proteina de soya (PS).

Por otra parte, los peces alimentados con las dietas AHP y APS (sin taurina

suplementada) presentaron un incremento significativo en los valores de LPO (10.45y 10.43

nmol MDA g tejido™, respectivamente) con respecto al tratamiento DC (8.83 nmol MDA g

tejido™). Los anélisis estadisticos indican que el factor taurina (independiente de PS) produjo

una influencia significativa en la disminucién de los niveles de LPO en el higado de juveniles

de totoaba.

3.7.6 Histopatologia del higado

Los resultados mas notables de los andlisis histopatolégicos del higado de juveniles

de totoaba en el presente experimento, fue la vacuolacion generalizada con desplazamiento
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nuclear a la periferia (incluso no visibles) de los hepatocitos (abreviado como ND) en los

diferentes tratamientos experimentales (Figura 11b-e).

'S

Figura 11. Micrografia de higado de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados
con almidén, proteina de soya sin y con el suplemento taurina. Tincién H&E. Vista a
40X. a) Dieta DC: Hepatocitos con vacuolacion y nucleos desplazados o ausentes
(ND); b) Dieta AHP; c) Dieta AHPT; d) Dieta APS; e) Dieta APST.

Cabe mencionar que el tratamiento DC también mostrd la presencia generalizada de
vacuolas hepéticas (Figura 11a). Asimismo, los andlisis estadisticos indican que no hubo

diferencias significativas en las variaciones histolégicas entre los tratamientos
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experimentales, los cuales mostraron un valor maximo de 14 para el indice hepatico (Tabla

19).

Tabla 19. indice del patrén de alteracion e indice de alteracion hepatica de juveniles
de Totoaba macdonaldi alimentados con almidén, concentrado de proteina de soya
sin y con el suplemento taurina.

DC AHP  AHPT APS  APST

Perturbacién circulatoria® 0 0 0 0 0
Vacuolizacién® 12 12 12 12 12
Cambios nucleares® 2 2 2 2 2
Agregados inflamatorios® 0

indice hepéatico? 14 14 14 14 14

Valores de mediana (n= 9). La tabla muestra los resultados del andlisis estadistico de la
prueba U de Mann-Whitney, donde los valores en el mismo renglon sin simbolos
significan sin diferencias significativas entre las dietas experimentales (PS30, PS30T,
PS60, PS60T) y la dieta control (DC), cuando P < 0.05.

1 El indice de cada patrén de alteracion (perturbacion circulatoria, vacuolizacién, cambios
nucleares y agregados inflamatorios) se obtuvo de la sumatoria de alteraciones relevantes
(ver anexo 1.2), donde el incremento de este indice indica aumento del dafio de leve a
moderado (reversible) o severo (irreversible).

2 El indice hepético se obtuvo de la sumatoria de los indices de los patrones de alteracion
evaluadas (perturbacion circulatoria, vacuolizacion, cambios nucleares y agregados
inflamatorios), donde el incremento de este indice es un indicador del aumento de la
alteracion y dafio hepatico.

3.7.7 Hematologia y bioquimica sanguinea

En la Tabla 20 se puede observar que los peces alimentados con la dieta AHP

presentaron los valores mas altos de HT, HB, MVC y MCH (31.9 %, 6.34 g dL™, 122 fL y 24.7

pg, respectivamente) en comparacién a la DC (25.9%, 5.41 g dL™, 98.8 fL y 20.6 pg,

respectivamente). Por su parte, el tratamiento AHPT resulté con los mayores valores de EC y
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HB (3.06 1*10° cel pL ! y 6.15 g dL™, respectivamente) comparado con la DC (2.65 1*10° cel

uL?y 5.41 g dL?, respectivamente).

Tabla 20. Hematologia y bioquimica del plasma sanguineo de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con almidén, concentrado de proteina de soya sin y con el
suplemento taurina.

Dietas DC AHP AHPT APS APST SEM'
Eritrocitos circulantes (EC), 1*10° cel uL* 2.65 2.62 3.06% 2.83 2.84 0.40
Hematocrito (HT), % 259 319F 280 244 251 0.50
Hemoglobina (HB), g dL™ 541 6.34f 6.15% 526 575 0.08
Media del volumen celular (MVC), fL 98.8 122.0f 919 86.1 895 200
Media de HB corpuscular (MHC), pg 206 24.7f 203 185 205 0.40
Media de concentracion HB (MCHC), %  21.2 214 222 21.7 23.1% 0.40
Albumina (AL), g dL™ 0.44 0.48 0.61F 0.53f 0.55t% 0.01
Globulinas (Glb), g dL™ 1.84 188 183 1.73 194 0.02
Razon AL:Glb 0.24 0.27% 0.33f 0.28f 0.28f 0.01
Glucosa (GLU), mg dL* 435 354 336 375 386 1.10

ANOVA de 2 vias (valores de P en la tabla)

Fuentes de variacion
PS?  Taurina Interaccion

EC 0.84 0.04 0.06
HT 0.01 0.39 0.21
HB <0.01 0.26 0.04
MVC <0.01 0.03 0.01
MHC <0.01 0.15 <0.01
MCHC 0.67 0.44 0.84
AL 0.78 0.02 0.06
Glb 0.58 0.15 0.08
AL:GIb 0.01 <0.01 <0.01
GLU 0.12 0.90 0.46

1 SEM: error estandar. Valores en el mismo renglén con simbolos significan diferencias
significativas entre las dietas experimentales (AHP, AHPT, APS, APST) y la dieta control
(DC), donde >DC>t cuando P < 0.05. En la parta inferior de la tabla se muestran los
resultados del ANOVA de 2 VIAS donde el efecto significativo se presenta cuando P < 0.05.
2 Concentrado de proteina de soya.

El andlisis de ANOVA de 2 vias indica, por un lado, que el factor PS (independiente
de taurina) influyé de manera significativa sobre la mayoria de las variables hematicas (HT,
HB, MVC, MHC, MCHC), mientras que el factor taurina (independiente de PS) contribuyé al
aumento de EC y disminucién de la MVC. Por otro lado, se observo un efecto interaccion de
los factores (PS*taurina) en las variables HB, MVC y MCH.
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Respecto a la bioguimica del plasma sanguineo, en la Tabla 20 se muestra que los
peces alimentados con las dietas experimentales presentaron los valores mas altos de de AL
y AL: Glb (20.53 g dL™ y 20.27, respectivamente), los cuales resultaron significativos en
comparacién a DC ((20.44 g dL™ y =0.24, respectivamente). Ademas, el andlisis de ANOVA
de 2 vias muestra que el factor taurina (independientes de PS) influy6 en el aumento de los
valores de AL y AL: GlIb; no obstante, un efecto signficativo de interaccion de los factores
(PS*taurina) fue observada en la razon AL: Glb. Por otra parte, no se observaron diferencias

significativas en los valores de Glb y GLU entre las diferencias experimetales y DC.
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3.8 Discusiones

Existe informacion que demuestra que la utilizacion de carbohidratos por los peces
carnivoros esta en relacion a la fuente de este nutriente, de su complejidad molecular,
procesos de tratamiento y niveles de inclusion en las dietas (Krogdahl et al., 2005; Enes et al.,
2009, 2011; Oliva-Teles, 2012). En el presente estudio, la disminucion del contenido de
lipidos del 14 al 11% y el consecuente aumento de los carbohidratos (almidén gelatinizado)
del 10 al 18% (sin el suplemento de taurina) indujo la disminucion de alrededor del 10% en la
tasa de crecimiento de los juveniles de totoaba. Nuestros resultados difieren de lo reportado
por Gonzalez Acevedo (2011), quien reporta que los juveniles de totoaba pueden ser
alimentados con hasta 25% de almidon gelatinizado en sus dietas sin afectar su respuesta de
crecimiento. El autor de esa investigacién sugiere que el probiético que adicionaron en las
dietas experimentales pudo haber participado en beneficio de la utilizacion de carbohidratos
por parte de la totoaba. En el presente trabajo no fue utilizado un probidtico, no obstante, la
suplementacién de 1% de taurina en las dietas con 18% de carbohidratos (sin PS) estimul6 a
la recuperacion de los pardmetros de crecimiento comparables al control. Kim et al. (2007 y
2008) reportan que los juveniles del lenguado japonés alimentados con dietas elaboradas a
base de harina de pescado (a la cual le fue extraida la taurina) pero con diferentes niveles de
lipidos en las dietas, mostraron un aumento en los parametros de crecimiento cuando las
dietas fueron suplementadas con taurina (hasta en 1.5% de la dieta). Este grupo de
investigadores indican ademas que la suplementacion de taurina incrementé el contenido de
acidos biliares conjugados en el saco biliar del lenguado japonés. Debido a que los acidos

biliares conjugados con taurina desempefian un papel principal para la digestibilidad de los
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lipidos, los autores sugieren que el incremento del crecimiento del lenguado japonés estuvo
relacionado con una mejor eficiencia en la utilizaciéon de lipidos de la dieta. Recientes
estudios sobre caracterizacion de lipasas en juveniles de totoaba, han reportado que para
esta especie, el taurocolato de sodio es un activador significativo para las lipasas que poseen
en su sistema digestivo (Rueda Lopez, 2013). En nuestro trabajo se utilizaron niveles de 14%
lipidos en la dieta control y de ~11% en las dietas experimentales, ambos niveles reportados
como niveles adecuados para el crecimiento de los juveniles de totoaba (Vizcaino Pérez,
2008; Gonzalez Acevedo; 2011; Rueda LoOpez et al.,, 2011). En este sentido, nuestros
resultados de crecimiento sugieren que si bien la sola inclusion de almidén (18%) no condujo
a un uso eficiente de los carbohidratos como una fuente de energia, y por lo tanto, al ahorro
de energia desde los lipidos y proteinas para el crecimiento, la suplementacion de 1% de
taurina (sin PS) parece haber participado en una mayor utilizacion de los nutrientes que se
reflejé en la respuesta de crecimiento observada en el tratameinto AHPT. Asimismo, otro de
los efectos positivos de la suplementacion de taurina en el crecimiento de totoaba puede
también estar relacionados con su desempefio en los procesos de regulacion fisioldgica y del

manejo del dafio oxidativo en esta especie (lo cual se discute mas adelante).

Por otra parte, el factor PS (independientemente de taurina) genero la mayor tasa de
consumo de alimento en los juveniles de totoaba, pero los menores valores del ICD, de EA 'y
de EP. Estudios de Takagi et al. (2008) reportan que las dietas elaboradas a base de proteina
vegetal (principalmente concentrado de proteina de soya) con 22% de carbohidratos inducen,
en el jurel cola amarilla, a un aumento en los requerimientos de taurina en esta especie. Los
autores seflalan que bajo tales condiciones alimentarias, el jurel cola amarilla requiere de

hasta 4.5% de taurina de la dieta para mantener valores de crecimiento y salud comparables

108



Bafiuelos Vargas 1. 2014. Tesis

a los peces alimentados con dietas a base de harina pescado y con 10% de carbohidratos.
Otros autores reportan que las necesidades de taurina pueden estar en funcion de la edad o
peso corporal de los peces, asi como de las condiciones nutricionales previas a las del
desarrollo experimental (Matsunari et al., 2008; Takagi et al., 2006; Kim et al., 2007; Takagi et
al., 2010; El-Sayed, 2013). Ademas, se conoce que los carbohidratos con diferentes grados
de digestibilidad y cantidad generan diferentes tasas de utilizaciondel alimento en el tracto
digestivo, lo que a su vez ocasiona cambios en la composicién de la flora intestinal y del
propio metabolismo bacteriano (Oliva-Teles, 2012). Las bacterias, a diferencia de los
organismos eucariontes, se caracterizan por utilizar taurina como uno de sus sustratos
preferidos para la obtencion de energia (Cook y Denger et al., 2006). En el presente estudio
no fueron evaluadas las condiciones nutricionales de los juveniles de totoaba previo
desarrollo del experimento. Sin embargo, la disminucicion de los valores de crecimiento en el
tratamiento AHP en comparacion al DC, sugieren que, si bien las dietas DC y AHP contenian
cantidades similares de taurina desde la harina de pescado, el aumento de los carbohidratos
de 10 a 18% pudo repercutir en la disminucion de la disponibilidad de la taurina desde la dieta
AHP. Por lo que suplementar 1% de taurina (dieta AHPT) esto fué suficiente para mantener
los requerimientos de totoaba para obtener valores de crecimiento comparables al DC.
Adicional a esto, también es posible que se haya producido un aumento de la demanda de
taurina a causa de la inclusién de PS en las dietas (como se ha discutido previamente en el
apartado 2.8 de esta tesis). Por lo tanto, pese a suplementar 1% de taurina en la dieta APST,
ésta cantidad pudo no estar en suficiente cantidad para cubrir los requerimientos de los
juveniles de totoaba bajo tales condiciones nutricionales, y por lo tanto, provocar la

disminucioén en la tasa de crecimiento en el tratamiento APST.
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Esta reportado que la suplementacion de 0.5% taurina promovio la sintesis de
proteinas corporales en Scophthalmus maximus y D. dentex (Chatzifotis et al., 2008; Li et al.,
2009; Qi et al., 2012). A diferencia de lo reportado para las especies S. maximus y D. dentex,
en el presente trabajo se observéd que la composicion corporal de la totoaba presento valores
similares entre tratamientos experimentales (AHP, AHPT, APS y APST) y el control (DC). Por
otro lado, si bien la retencidn de nitrégeno y lipidos resulté similar entre los tratamientos
experimentales en comparacion al control, los peces alimentados con la dieta AHPT
mostraron los valores mas altos en la retencion de nitrogeno y lipidos, pero ademas
mostraron un aumento significativo de la retencién de energia total en comparacion a la DC.
Recientes estudios en juveniles de totoaba han encontrado que la actividad de las enzimas
que participan en digestion de lipidos son dependientes de las sales biliares conjugadas con
taurina (Rueda Lopez, 2013). Por lo que es posible que nuestros resultados estén
relacionados con el papel que juega la taurina en el aumento de la digestibilidad de lipidos
desde la dieta.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que el factor PS provoco una tendencia
de aumento significativo en la ingesta de nutrientes pero con disminucion en su retencion.
Resultados similares estan reportado por Nguyen et al. (2011) para los juveniles de jurel cola
amarilla que fueron alimentados con diferentes variedades de concentrado de proteina de
soya. Los investigadores indican que los peces alimentados con estas dietas mostraron un
incremento en su ingesta, pero obtuvieron una menor eficiencia alimenticia y del crecimiento.
Asimismo, Nguyen et al. (2011) reportan que el contenido de lipidos hepaticos resultd
disminuido con el uso de los diferentes productos de la soya. Los autores sefialan que estos
resultados pudieron ser provocados debido a que el uso de las diferentes variedades de

proteina de soya indujo a una menor digestibilidad de los lipidos de la dieta. No obstante, a
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diferencia de la respuesta observada en el jurel cola amarilla, nuestros resultados muestran
que, los juveniles de totoaba alimentados con las dietas elaboradas con 18% de almidon sin
PS (dietas AHP y AHPT) obtuvieron los menores valores en el contenido de lipidos hepaticos
en comparacion de las dietas elaboradas con PS (APS y APST); asimismo, nuestros
resultados indican que el factor PS indujo a la acumulacion de lipidos hepéaticos. Nuestros
resultados también difieren de lo reportado por Gonzalez Acevedo (2011) quien indicé que la
acumulacion de lipidos en el higado de totoaba estuvo mas relacionada con el contenido de
lipidos en la dieta que con los carbohidratos; ya que en el presente estudio las 4 dietas
experimentales contenian cantidades similares de lipidos (~12%) y carbohidratos (~18%).
Ademas, el metabolismo de sintesis de los lipidos en el higado de totoaba (ver actividad de
enzimas lipogénicas, Tabla 17) no resulté estimulado o disminuido en los tratamientos APS y
APST, en donde se encontré la mayor acumulacion de esta reserva (lipidos), por lo que
nuestros resultados sugieren que la acumulacion de lipidos hepaticos en totoaba no fue
provocado por una mayor absorcion de los lipidos desde las dietas elaboradas con PS; por el
contrario, nuestros datos parecen indicar que el aumento de carbohidratos a 18% mas la
inclusion de PS en la dietas, pudieron haber interferido en los procesos de movilizacion de los
lipidos hepaticos de la totoaba, y por lo tanto, verse esto reflejado en un aparente aumento
del contenido de lipidos en el higado (como se observé en el EXP | de esta tesis). Lo anterior
pudiera explicar el incremento en la ingesta de alimento que se observo en los organismos
alimentados con las dietas elaboradas con PS, en un intento aparente de los peces por cubrir
sus demandas energéticas. Por otra parte, en el presente estudio se observé que la
acumulacion de glucégeno hepéatico fue similar entre los diferentes tratamientos y el control.
Sin embargo, los analisis estadisticos indican que la suplementacion de 1% de taurina en las

dietas (independiente de PS) indujo una tendencia significativa con mayor acumulacion de
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glucogeno en el higado. Nuestros resultados parecen coincidir con lo reportado en
mamiferos, en los cuales se ha demostrado que la taurina auxilia en la modulacion de la
glucosa a través de la regulacion de la expresion de genes que participan en la funcionalidad
de las células-p del pancreas, y por lo tanto, en la secrecién de insulina, del transportador de
glucosa GLUT-2 y de la regulacion de la actividad enzimatica de la GK (Carneiro et al., 2009).

Se reporta que los peces carnivoros muestran preferencia por el catabolismo de los
AA y/o de los AG para la obtencion de energia, mientras que los carbohidratos de la dieta
parecen tener menor influencia en el metabolismo intermediario de estos organismos (Hemre
et al., 2002; Enes et al., 2009; Oliva-Teles, 2012). Asimismo, en el presente trabajo se
observo, en general, que la actividad de las enzimas clave de las vias del catabolismo de AA,
gluconeogenesis y de glucolisis hepaticas de los juveniles de totoaba no fueron influenciadas
por el incremento de los carbohidratos en un 18% (dieta AHP) en comparacion al 10% de
carbohidratos contenidos en la dieta DC. Esta reportado que para la especie D. dentex el
aumento de los carbohidratos en la dieta no generd cambios en la actividad de las enzimas
clave en el catabolismo de AA y de la gluconeogenesis, ademas de que el aumento de
carbohidratos no afectd el crecimiento de los organismos (Peréz-Jiménez, et al., 2009a, b).
Mientras que la trucha arcoiris y S. aurata mostraron que su metabolismo intermediario
responde a las variaciones de carbohidratos en las dietas y pueden utilizar cantidades
moderadas de carbohidratos eficientemente lo que se traduce en un ahorro de proteinas de
las dietas (Sanchez-Muros et al., 1998; Metén et al., 1999). Se ha descrito ademas, que de
las enzimas clave en la via de la glucolisis, la actividad de las enzimas GK se incrementa con
la inclusién de carbohidratos en la dieta, mientras que la actividad de la HK parece no
responder a la variacién de los nutrientes en los peces (Panserat et al., 2000; Enes et al.,

2006, 2008; Figuereido-Silva et al., 2009). No obstante, en nuestro trabajo se observo que el
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aumento de los carbohidratos en las dietas para totoaba indujo a una disminucion del
crecimiento; mientras que el suplemento de 1% de taurina en la dieta sin concentrado de
proteina de soya (dieta AHPT) indujo a los mayores valores en la actividad de la mayoria de
las enzimas clave del metabolismo intermediario en totoaba, tratamiento en el que ademas,
se presentaron valores de crecimiento y eficiencia alimenticia similares a los producidos por la
DC. También se observé que la actividad de ALAT respondio significativamente a la variacion
de taurina en las dietas. Lo que refuerza nuestros resultados discutidos previamente
(apartado 2.8) sobre la importancia de la taurina en la regulacion de las vias metabdlicas en
totoaba. Ademas, dado que la combinacién de carbohidratos y proteina de soya (dietas APS
y APST) provoco los menores valores de actividad de las enzimas GDH (catabolismo de AA)
y GK (glucolisis); nuestros resultados sugieren que esta combinaciones de ingredientes
(18%almidon y 30% de PS) pudieron incrementar las necesidades de taurina en totoaba por
encima del 1% que fue suplementado y/o interferir en el aprovechamiento de la taurina

proporcionada por estas dietas.

Estudios en D. dentex reportan que la adicion de carbohidratos en sus dietas
influyeron en la disminucion del dafio oxidativo hepatico para esta especie (Peréz-Jiménez, et
al., 2009c). No obstante, el aumento de carbohidratos de 10 a 18% en las dietas para totoaba
incrementaron significativamente los niveles de LPO en el higado. Resultados similares estan
reportados para el lenguado S. solea alimentados con dietas con mayor nivel de
carbohidratos (Castro et al., 2012). Estos investigadores sugieren que el aumento del dafo
oxidativo en S. solea pudo estar mas relacionado al incremento de la ingesta de alimento que
al aumento de carbohidratos de la dieta, ya que una mayor ingesta de esas dietas pudo

también generar el aumento de la ingesta de los lipidos y por lo tanto, de su oxidacion (Castro
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et al., 2012). Lo cual contrasta con lo observado en nuestro trabajo, ya que las dietas AHP y
AHPT mostraron producir tasas de ingesta similares entre si, y con respecto a la DC (esta
altima con mayor contenido de lipidos); sin embargo, los niveles de LPO aumentaron
significativamente en los peces alimentados con las dietas AHP y APS (esta ultima con mayor
ingesta de alimento, pero sin aumento de lipidos hepaticos y lipdgenesis en comparacion al
control). En mamiferos es reconocido que problemas de hiperglucemia o diabetes pueden
provocar dafo oxidativo a los tejidos debido al aumento de los radicales libres generados por
la auto-oxidacion de la glucosa no metabolizada (De la Puerta et al., 2010). En nuestro
trabajo, si bien los peces alimentados con las diferentes dietas experimentales mostraron
niveles de glucosa plasmatica y de glucogeno hepatico similares al control, aun se desconoce
si procesos de auto-oxidacion pudieran haberse desarrollado en estos compuestos ante el
incremento de carbohidratos en las dietas. Por otro lado, los resultados del analisis
estadistico indican que la adicién de taurina en 1% a las dietas fue un factor determinante
para el control de los niveles de LPO en el higado de totoaba, como se observa en los
tratamientos AHPT y APST, que junto al control, mostraron los menores valores de LPO. Se
ha propuesto que para los peces, los antioxidantes no-enzimaticos pueden jugar un papel
fundamental en defensa contra el estrés oxidativo, debido a que se han detectado altos
niveles de antioxidantes no-enzimaticos relacionados a la actividad de las enzimas
antioxidantes (Martinez-Alvarez et al., 2005). Ademas, la taurina puede proteger a las células
como un antioxidante indirecto a través de su participacion en la osmorregulacion y
estabilizacion de membranas, lo que evita alteraciones en la funcionalidad e integridad del
metabolismo celular (Timbrell et al., 1994; Guillaume, 2004; Mas et al., 2004; Chesney et al.,

2012).
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En cuanto a los andlisis histopatoldgicos del higado de juveniles de totoaba, estos
indican que no hubo diferencias significativas entre los diferentes tratamientos experimentales
y el control. Sin embargo, es importante denotar que en todos los tratamientos, incluido el
control, se observd una vacuolizacion generalizada de los hepatocitos. Se ha sugerido que
los peces marinos son particularmente susceptibles a la acumulacién de lipidos en el higado,
y por lo tanto a los procesos de esteatosis hepatica, donde cambios en la configuracion y
arreglo de los hepatocitos pueden dar lugar a procesos de disfuncion hepatica (Spisni et al.,
1998; Wolf y wolfe, 2005; Hardy, 2012). En nuestro estudio, el término vacuolizacion se utiliza
para indicar, genéricamente, la ausencia o reduccion de citoplasma en los hepatocitos, Si
embargo, solo los tratamientos elaborados con PS mostraron un aumento en la acumulacion
de lipidos hepaticos. Por otro lado, todos los tratamientos mostraron valores de glucogeno
hepatico similares, por lo que es posible que la vacuolizacion observada en los hepatocitos de
totoaba este relacionada a la acumulacion de glucégeno en sus células. Resultados similares
de cambios histolégicos estan reportados para M. salmoides, especie en la que el aumento
de los niveles de carbohidratos por arriba del 19% indujo una severa vacuolizaciéon de los
hepatocitos, con disminucion del crecimiento y supervivencia de los organismos (Goodwin et
al., 2000; Amoah et al., 2008). Asimismo, Pereira et al. (2002) indican que la vacuolizacion de
los hepatocitos observada en la trucha arcoiris estuvo relacionada con incremento de la
acumulacion de glucégeno hepatico tras la alimentacion de los peces con elevados niveles de

carbohidratos en sus dietas.

Nuestros resultados del analisis de la respuesta hematélogica de totoaba muestran
gue el aumento de los carbohidratos a 18% estimulé variables hematicas como el HT, la HB,

la MVC y la MCH. Puesto que la glucosa es la principal fuente de energia de los eritrocitos
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(Brockus, 2010), es posible que al generar una mayor disponibilidad de glucosa resultado de
los carbohidratos de la dieta, aumentara la cantidad de eritrocitos circulantes de totoaba. Por
el contrario, la inclusion de proteina de soya en las dietas para totoaba indujo una tendencia
significativa de disminucion en las diferentes variable hematicas. La presencia de
componentes anti-nutricionales, tales como los inhibidores de proteasas, fitatos y lecitinas, es
considerada como una de las principales causas para la limitacion del uso de la soya en la
elaboracion de dietas para peces (Mendoza et al., 1998; Storebakken et al., 2000; Barac et
al., 2004; Deak y Johnson, 2007; Krogdahl et al., 2010). En este sentido, nuestros resultados
sugieren que la salud de los juveniles de totoaba puede verse comprometida ante la

combinacion de 18% carbohidratos con 30% proteina de soya en la dietas.

Como se ha mencionado anteriormente, la taurina cumple funciones esenciales en la
regulacion del volumen osmatico de los hepatocitos y eritrocitos (Watanabe et al., 1998; Mas
et al., 2004; Matsunari et al.,, 2005; Takagi et al., 2005, 2008; Chesney et al.,, 2012).
Asimismo, nuestros resultados indican que la suplementacion de 1% de taurina en las dietas
induce a la recuperacion de las variables EC y MVC de totoaba alimentadas con 30% de PS
en sus dietas. Adicionalmente, se observo que el efecto mas significativo de la taurina fue en
la produccion de AL y de la recuperacion de la razén AL: Glb, variables consideradas
indicadores de alteracion del metabolismo hepatico en animales terrestres (Mazzaferro et al.,
2002). Mientras que en el presente trabajo, la concentracion de GLU en el plasma sanguineo
no resulté influenciada por la taurina. Esto difiere de lo reportado acerca de las propiedades
hipoglucemicas de la taurina para otros animales y en humanos (Cherif et al., 1996; Nakaya
et al., 2000; Carneiro, et al., 2009). Estudios anteriores en totoaba sefalan que cantidades

menores al 20% de carbohidratos en la dieta no genera un incremento significativo de GLU

116



Bafiuelos Vargas 1. 2014. Tesis

en el plasma sanguineo (Bafuelos-Vargas et al., 2010); por lo que es posible que en la
presente investigacion no se apreciaran los beneficios de la taurina debido a que no se

presentaron casos de hiperglucemia en los peces alimentados con el 18% de carbohidratos.
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3.9 Conclusiones

Las dietas para totoaba pueden ser elaboradas con 18% de almidon y suplementadas
con 1% de taurina sin repercusiones en el metabolismo intermediario y del crecimiento de
estos peces durante 6 semanas. Asimismo, la taurina muestra tener un papel fundamental en
el mantenimiento del sistema de defensa antioxidante y de la regulacién de los niveles de
dafio oxidativo hepatico en los juveniles de totoaba. Sin embargo, la acumulacion de lipidos,
glucogeno y la generalizada vacuolizacion de los hepatocitos parecen sefialar que la totoaba
puede ser susceptible a los cambios en la combinacion de macronutrientes
(proteinas/lipidos/carbohidratos), fuente de ingredientes vegetales (almidon/proteina de
soya), asi como de la propia disponibilidad de taurina en la dietas. Por lo tanto, es
indispensable realizar mayor investigacion para dilucidar la significancia de estos cambios de
composicién y configuracion del tejido hepatico sobre el estado general de la salud de la

totoaba ante condiciones de cultivo prolongado.
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DISCUSIONES GENERALES

Los resultados del EXP | indican que utilizar concentrado de proteina de soya (PS) en
las dietas de totoaba (independiente del nivel de PS y del suplemento de taurina) puede ser
causa de la diminucion en la ingesta de alimento y de la retencion de los diferentes nutrientes.
Ademas de que el mayor nivel de PS utilizado (60%) provoco los menores valores en la
respuesta de crecimiento de los peces. Ademas, se observo que el uso de PS (independiente
de su nivel) en las dietas provocéo aumento de las Glb y de la infiltracion de células
inflamatorias hepaticas en los juveniles de totoaba. Las isoflavonas y los fitatos son
compuestos anti-nutricionales de la soya que esta reportado que pueden causar disminucion
del consumo de alimento y la reduccion del crecimiento en peces (Mambrini et al., 1999;
Francis et al., 2001), y que, pese a los diferentes métodos tecnoldgicos aplicados para la
extraccion de los compuestos anti-nutricionales de la soya, las isoflavonas son uno de los
anti-nutrientes que suelen resistir a la mayoria de estos procesos (Mendoza et al., 1998;
Storebakken et al., 2000; Barac et al., 2004; Deak y Johnson, 2007; Brockus, 2010). Por otra
parte, los resultados del EXP | también indican que, por un lado, incrementar el nivel de PS
fue causa del descenso de la actividad de algunas enzimas clave en el catabolismo de AA
(GDH), glucolisis (HK y GK) y gluconeogénesis (FBPasa), de la concentracion de HB
sanguinea y de la AL; mientras que por el otro, la taurina desmostré ser el factor principal
para el mantenimiento de la regulacién de la actividad en mayoria de las enzimas clave del
metabolismo intermendiario hepéatico (ASAT, ALAT, GDH, HK, FBPasa y G6PD). Ademas,
nuestros resultados también muestran que enzimas clave en el sistema antioxidante hepatico
(CAT y G6PD) fueron significativamente reguladas por la disponibilidad de taurina en las

dietas. Aunado a lo anterior, se pudo observar que es posible que la suplementacion de
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taurina en 1% de la dieta pudiera ser el factor principal para reducir los niveles de LPO en el
higado y para evitar el desarrollo de “sindrome de higado verde” en los juveniles de totoaba.
Por lo que los resultados del EXP | sugieren que los juveniles de totoaba requieren de la
suplementacién de taurina (en al menos el 1% de la dieta) para utilizar eficientemente fuentes
vegetales de proteina como la PS y sin compromenter el estado de salud hepatico de los

peces durante las 6 semanas de alimentacion con el 30% de PS.

Por otra parte, en el EXP Il, la combinaciéon de 18% de carbohidratos (almidén
gelatinizado) con 30% de PS en las dietas (dietas APS y APST) produjo un aumento en la
ingesta del alimento. Si bien este resultado difiere de lo observado en el EXP | (en cuanto a la
ingesta por el uso de hasta 60% de PS), cabe mencionar que la combinacion de 18% de
carbohidratos y 30% de PS se reflej6 en una menor eficiencia alimenticia, menor retencion de
nutrientes y menor crecimiento de los juveniles de totoaba. Por lo tanto es factible considerar
que el aumento en el consumo de las dietas elaboradas con 18% de carbohidratos y 30% de
PS (APS y APST), observada en el EXP Il, estuviera relacionado con un intento de los
organismos por cubrir sus requerimientos de energia y nutrientes causados por la
combinacion de carbohidratos y PS. Estd documentado que la utilizacion de carbohidratos por
los peces carnivoros esta en relacion a la fuente de este nutriente, de su complejidad
molecular, procesos de tratamiento y niveles de inclusion en las dietas (Krogdahl et al., 2005;
Enes et al., 2009, 2011; Oliva-Teles, 2012). Otro de los resultados observados en el EXP I,
fue que tanto el uso de carbohidratos por si solos, y en combinacién con la proteina de soya,
produjeron los valores de LPO mas elevados de este experimento. Lo que sugiere que la

combinacion de 18% de carbohidratos y PS parece provocar limitaciones no solo en la
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|
eficiencia de la utilizacion de nutrientes de la totoaba, sino que pudiera repercutir en el

aumento del estrés oxidativo hepatico.

Por otro lado, los resultados de ambos experimentos indican que la suplementacion
de 1% de taurina en las dietas produjo efectos positivos significativos en la mayoria de los
parametros de crecimiento de los juveniles de totoaba. Asi, en el EXP I, se observo que la
adicion de este nutriente contribuyé en el mantenimiento de la tasa de crecimiento de los
peces alimentados con 60% de PS en las dietas similar a lo observado en los peces
alimentados con la dieta control (elaborada sin PS). Mientras que en el EXP I, la
suplementaciéon de taurina mostr6é sus efectos benéficos con la dieta elaborada con 18% de
carbohidratos (dieta AHP, sin PS) al producir tasas de crecimiento comparables a los
producidos por la dieta control elaborada solo con 10% de carbohidratos (tratamiento DC).
Estudios en el lenguado japonés han demostrado que la suplementacion de taurina
incrementa el crecimiento de estos peces debido a sus efectos indirectos en la digestibilidad
de lipidos de la dieta (Kim et al., 2007, 2008). Estudios recientes encontraron que las sales
biliares compuestas Unicamente por taurocolato de sodio promueven la maxima actividad de
las lipasas digestivas en totoaba (Rueda Lépez, 2013). En nuestro estudio, no fueron
evaluados los efectos de la taurina a nivel digestivo, sin embargo, dado los resultados de
consumo Yy retecién de nutrientes en ambos experimentos, asi como de la composicion de
lipidos en las diferentes dietas, se podria explicar en parte, porque la retencion de energia
total obtuvo sus valores mas altos en los peces donde las dietas fueron suplementadas con

taurina, asi como sus efectos benéficos en el crecimiento de los juveniles de totoaba.
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Por otra parte, los resultados del presente estudio también indican que ante la
combinacion de 18% carbohidratos y 30% de PS en las dietas de totoaba, los efectos
benéficos de la suplementacion de 1% de taurina se muestran severamente disminuidos.
Estudios en el jurel cola amarilla han reportado que esta especie carnivora aumenta sus
requerimientos de taurina hasta en 4.5% de la dieta, cuando éstas estan elaboradas a base
de proteina vegetal con 22% de carbohidratos (Takagi et al., 2008). Otros autores denotan
que los requerimientos de taurina en los peces puede estar ademas en funcion de la edad o
peso corporal, asi como la condicién nutricional previa al desarrollo experimental (Matsunari
et al., 2008; Takagi, 2006; Takagi et al., 2010). Al respecto, nuestros resultados sugieren que
dietas elaboradas con la combinacion de moderados niveles de carbohidratos (18%) y PS
(30%) podrian haber generaron mayor demanda de taurina en los juveniles de totoaba, lo que
afectd la respuesta de crecimiento de los peces pese a la suplementacion de 1% de taurina
en las dietas. En este sentido, es posible que sea necesario modificar la suplementacion de
taurina de acuerdo a las variaciones de combinacion de fuente vegetales de nutientes en las
dietas para totoaba que permitan respuestas de crecimiento comparables a las obtenidas con

dietas elaboradas con harina y aceite de pescado.

La suplementacion de taurina en las dietas de totoaba, no solo se mostrd
positivamente relacionada con el crecimiento de los juveniles de totoaba. Los resultados de
ambos experimentos sefialan a la taurina como un nutriente esencial para el adecuado
desempeio del metabolismo de totoaba. Este efecto fue evidente ante el aumento de los
niveles de PS en las dietas, donde los peces alimentados con las dietas sin el suplemento de
taurina obtuvieron los menores valores de actividad de las diferentes enzimas clave del

metabolismo intermediario, y a su vez, el menor crecimiento. Por el contrario, al incluir un 1%
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de taurina en las dietas, se observo la recuperacion de las actividades enziméaticas en los
peces comparable a la actividad observada en los organismos alimentados con la dieta
control (sin PS). Mientras que en el EXP I, suplementar taurina demostré su influencia
positiva en las vias del catabolismo y anabolismo de AA. Otros de los resultados mas
interesantes sobre el papel de la taurina en la totoaba, fue la relacion entre el desarrollo del
“sindrome de higado verde” con la disminucién en la disponibilidad de taurina en las dietas
para totoaba. Ademas, se encontraron efectos altamente significativos de la suplementacion
de taurina en la regulacion de las enzimas del sistema antioxidante. Asimismo, se observo un
efecto altamente significativo de la suplementacion de taurina sobre la disminucion de los
niveles de dafo oxidativo hepatico de totoaba. Esta demostrado que la taurina, por un lado,
protege las células a través de la osmorregulacion y estabilizacion de membranas, y por otro,
participa como un antioxidante directo al neutralizar compuestos reactivos como el acido
hipocloroso producido por la mieloperoxidasa en las células inflamatorias (Timbrell et al.,
1994; Guillaume, 2004; Mas et al., 2004; Chesney et al.,, 2012). En este sentido, los
resultados en general de la presente investigacion sugieren a la taurina como un nutriente
esencial para el mantenimiento de la salud de la totoaba ante la inclusicon de proteinas

vegetales en sus dietas.

Otros de los resultados relevantes del presente estudio, es la relaciébn observada
entre el aumento de la actividad de las enzimas G6PD y CAT con respecto a la disminucién
de los niveles de LPO hepatico de totoaba. Diversas investigaciones han sefialado que la
disminucién en la actividad de G6PD esté asociada con el aumento de la vulnerabilidad de los
hepatocitos y eritrocitos al ataque oxidativo y el consiguiente dafo a las estructuras y

funciones celulares (Salvemini et al, 1999; Leopold y Loscalzo, 2000; Abele y Puntarulo,
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2004; Morales et al., 2004). Ademas, se ha encontrado que la NADPH (principal producto de
la G6PD) se une fuertemente a la enzima CAT con el fin de evitar que ésta pueda inactivarse
por su propio substrato (Kirkman et al., 1999; Leopold y Loscalzo, 2000; Gaetani et al., 2005).
Por lo que nuestros resultados indican que las enzimas G6PD y CAT podrian ser
herramientas Gtiles para monitorear la condicion del sistema antioxidante de totoaba, y por lo

tanto, de su condicién de salud hepatica.
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CONCLUSIONES GENERALES

El conjunto de las investigaciones que conforman la presente tesis provee de
conocimientos relevantes acerca de la respuesta fisiologica y metabdlica de los juveniles de
totoaba ante variaciones nutricionales en sus dietas. En esta primera aproximacion, la
suplementacién de 10 g de taurina kg dieta™ desempefié un papel fundamental en la
regulacion de la respuesta del metabolismo intermediario y en la prevencion del desarrollo del
“sindrome de higado verde” en los juveniles de totoaba alimentados con dietas elaboradas
con proteina de soya y carbohidratos. Asimismo, los resultados indican que la taurina juega
un papel primordial en la disminucion y prevencion de los dafios de peroxidacion hepatica
derivada de condiciones nutricionales adversas, como la utilizacion de proteina de soya en
las dietas. Ademas, variables como la albumina, razén albumina: globulinas y la actividad de
las enzimas glucosa-6 fosfato deshidrogensas y catalasa mostraron que pueden ser

herramientas utiles en el monitoreo de la condicion de salud hepética de totoaba.

RECOMENDACIONES

Los resultados de la presente tesis sugieren que es recomendable suplementar 1%
de las dietas para juveniles de totoaba para obtener mejores rendimientos de crecimiento y
eficiencia alimenticia cuando los peces son alimentados con dietas elaboradas hasta con un
30% de proteina de soya en sustitucion de la harina de pescado. Por otro lado, se
recomienda modificar las cantidades de taurina a suplementar cuando las dietas son

elaboradas con cantidades iguales o mayores al 60% de proteina de soya en las dietas.
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Asimismo, debido a los efectos significativos de interaccion de factores (PS*taurina), es
recomendable llevar a cabo investigacion mas detallada sobre los requerimientos de taurina
de la totoaba ante diferentes condiciones nutricionales, en particular, ante la inlcusion de
ingredientes vegetales en sus dietas. Ademas, si bien en el presente estudio se pudo
observar un efecto importante de la taurina en la respuesta metabdlica y fisiologica de la
totoaba, es necesario esclarecer hasta que mecanismos moleculares tiene influencia la
taurina en la especie para poder delimitar mas concentramente las funciones de la taurina en
ésta especie. Finalmente, es recomendable establecer los requerimientos de taurina de la
especie no solo bajos diferentes condiciones nutricionales, también en las diferentes etapas
de desarrollo larvario y/o juvenil, asi como ante cambios en las condiciones ambientales de

cultivo de la especie.
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ANEXOS
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ANEXO 1 Solucién Davidson y técnica de deshidratado

La solucion Davidson fue preparada con los siguientes reactivos:

Reactivo Cantidad (mL)
Alcohol etilico 95% 330
Solucion de formaldehido 37% 220
Acido acético glacial 115
Agua destilada 335

La deshidratacion e inclusion de las muestras se realizo a través de un deshidratador
de tejidos automatico (Leica-TP 1040), para lo cual se utilizaron soluciones sucesivas
de alcohol etilico, benceno y parafina liquida, tal como se muestra en el siguiente

diagrama.

70% alcohol etilico (2)

l

80% alcohol etilico (2)

&=

95% alcohol etilico (2)

=m

100% alcohol etilico (2)

=

Benceno (2)

(&=

Parafina (2)
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ANEXO 1.1 Tincion Hematoxilina—Eosina (H-E)

La tincibn H-E se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita en el siguiente

diagrama:

Xileno | » Xileno I » Xileno 1l » Etanol 100% » Etanol 95% ﬂ

Etanol 80%

Hematoxilina ‘ Agua de la llave . Etanol 50% ‘ Etanol 70% J

Agua de la llave » Alcohol acido » Agua de la llave » Agua amoniacal

r Etanol 95% ‘ Eosina Y ﬁ Agua destilada ‘ Agua de la llave

Etanol 95%

LXiIeno I » Xileno I » Etanol:xileno 50:50 » Etanol:xileno 50:50

Montar en resina
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ANEXO 1.2 indices de evaluacién histopatoldgica del higado de Totoaba

macdonaldi

En el presente estudio, las alteraciones hepaticas se clasificaron en 4 patrones de
alteracion principales (PA): perturbacion circulatoria, vacuolizacion, cambios
nucleares y agregados inflamatorios; cada una con caracteristicas histologicas
distintivas que afectan areas especificas de los tejidos relacionados con la funcién. La
evaluacion microscopica se llevo a cabo para calcular el porcentaje de las zonas que
presentaban una alteracion especifica y fueron asignados valores de 0-3 en funcién

del porcentaje de cada alteracion de un promedio de 10 campos de 40x.

De acuerdo con los protocolos descritos por Bernet et al. (2001) y Agamy et al.
(2012), a cada PA le fue asignado un patron de reaccion (PR) y un factor de
importancia (FI) como una medida de las alteraciones especificas que pueden afectar
de manera reversible o irreversible la salud del pez, en el que altos valores del PR y
FI representan un mayor potencial de impacto en la salud de los peces. Por otra

parte, mientras que el PR es un valor asignado para cada tipo de PA, los valores de
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FI indican si el nivel de dafio es de leve a moderado (reversible) o severo

(irreversible).

Alteracion Grado PR Fl
Perturbacion circulatoria

Ausencia 1 0
Presencia (50% del campo) 1 1 1
Vacuolizacion celular

<10% 0 2 0
10-30% 1 2 1
30-60% 2 2 2
>60% 3 2 2
Cambios nucleares

Sin cambios 0 2 0
50 % Desplazados a la periferia 1 2 1
> 50% Desplazados y/o ausentes 2 2 2

Agregados inflamatorios
Ausencia 0 4 0
Presencia (>40% campo) 1 2

Célculos:
Para determinar el indice de cada patrén de alteracion (Ipa), se utilizé la sumatoria de

alteraciones relevantes ( 4:) como se indica en la siguiente férmula:

loa = ¥ .x(Grado x PR X Fl)

Donde:
Grado es el porcentaje de un PA determinado, PR es el patron de reaccidon constante

para ese PAy Fl indica el factor de importancia del dafio observado.
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El indice de alteracion del 6rgano hepatico (log) para cada individuo se determino6 a

través de la siguiente férmula:
lorg = Ypa Yar (Grado x PR X F)

Donde:

La > pa indica la sumatoria de los diferentes PA observados en el érgano hepatico.
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ANEXO 2 Analisis proximales

Los andlisis de composicion bioquimica proximal de los ingredientes, dietas y
muestras de tejidos se realizaron de acuerdo con los métodos establecidos por la
AOAC (2000):

- Humedad: El contenido en agua de las muestras fue determinado por diferencia

de peso antes y después de desecacion en estufa a 105 °C hasta peso constante.

- Cenizas: Las muestras fueron sometidas a incineracion en horno mufla a 550 °C
durante 6 horas. El contenido en minerales fue dado por la diferencia de peso de

las muestras sin incinerar e incineradas.

- Lipidos: El contenido de La grasa contenida en las muestras se determind por el
método modificado de Folch et al. (1957). Para ello, tubos de vidrio fueron pesados y
luego las muestras adicionadas y pesadas. A las muestras se les adicion6 6 mL de
metanol: cloroformo (2:1 v/v). La mezcla se mantuvo en agitacion durante 3 min.
Posteriormente se le adiciond cloruro de potasio al 1.76% (KCI) y se dejo reposar
hasta por 12 h. Se retiré la fase metanol: KCI y el cloroformo fue evaporado a 60 °C.
El contenido de lipidos se calcul6 con la siguiente formula: Lipidos totales (%) =

[((tubo+lipidos)-(tubo solo)) / peso muestra] X100.
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- Proteina: El analisis de la fraccion proteica se realizd segun el método Kjeldahl a
través de digestion de las muestras con acido sulfdrico concentrado y usando como
catalizador una mezcla de sulfato de potasio y sulfato de cobre en proporciones
100:3. Las muestras digeridas fueron llevadas a un volumen final de

25 mL. De éstos, se tomo una alicuota que, fue destilada junto con hidréxido de sodio
(NaOH) al 40%. ElI amoniaco generado fue colectado en un vaso de precipitado que
contenia acido borico al 3% e indicador Shiro-Toshiro (compuesto de rojo de metilo,
azul de metileno y etanol). Finalmente el destilado fue valorado con &cido clorhidrico
(HCI) 0.02 N. se utilizd el valor 6.25 como factor de conversion del nitrégeno a
proteina total. La formula que se utilizo fue la siguiente: Proteina total (%)= [((mL HCI
gastados (muestra - blanco) x N de HCI x 14.007)/mg de muestra en 5 mL) x 100] x
6.25.

- Almidon: Para el andlisis de almidon se utilizé el método de Thievend et al. (1972).
Después de pesar las muestras, se les adicioné Dimetilsulféxido (DMSO) y HCI 8M.
Posteriormente, las muestras fueron colocadas en bafio maria con agitacién a 60 °C
durante 1 h. Luego de sacar las muestras del bafio maria, se les adicioné 15 mL de
agua destilada y se les ajusto el pH a 4-5. Después las muestras fueron aforadas a
50 mL y se tom6 una alicuota de 100 pL y se traspaso a tubos de 1.5 mL. A cada

tubo se le agregaron 200 puL de solucion de citrato (&cido citrico y citrato de trisodio a
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pH de 4.6) y 20 pL de solucion de amiloglucosidasa. Los tubos fueron colocados en
bafio maria con agitacion a 60 °C durante 1 h. Para cuantificar el contenido de
glucosa liberado del almidén se utilizé un kit comercial de Pointe Scientific, INC.

- Glucégeno: el método de Plummer (1987) fue utlizado para determinar el
glucoégeno. Las muestras de higado congelado fueron inmediatamente pesadas y
adicionadas con 2 mL de hidréxido de potasio al 30%. Luego, las muestras fueron
colocadas a bafio maria a 100 °C durante 20 min, con agitacién cada 5 min. Después
se colocaron en bafio de agua helada y se les adicioné 0.2 mL de sulfato de sodio
saturado y 5 mL de etanol 95%. Las muestras fueron homogenizadas y luego
reposadas por 5 min. Posteriormente fueron centrifugadas a 2000 g por 10 min. Se
tird el sobrenadante, y el pellet fue disuelto en agua destilada caliente. Después de
enfriarse, las muestras fueron llevadas a un volumen de 10 mL y se tomd una
alicuota de 1 mL para traspasarla a tubos con 1 mL de HCI 1.2M. Las muestras
fueron puestas a bafio maria a 100 °C por 2 h. Posteriormente las muestras fueron
llevadas a un pH de ~7 utilizando NaOH 0.5M vy utilizando como indicador la solucién
rojo de fenol. Finalmente, el contenido de glucosa liberado del glucégeno se

cuantificd a través de un kit comercial de Pointe Scientific, INC.
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ANEXO 3 Enzimas del metabolismo intermediario y del sistema de defensa

antioxidante

Para el andlisis de las diferentes enzimas del metabolismo intermediario y del sistema

antioxidante hepatico fue necesario determinar el contenido de proteinas solubles en

el tejido. Para lo cual se utilizé la siguiente metodologia.

Determinaciéon de proteinas solubles en higado

La concentracion de proteinas solubles de una muestra se determiné de acuerdo con
la técnica de Bradford (1976). El método se basa en la union del colorante azul de
Coomassie a la estructura terciaria de las proteinas, para lo cual se utilizé un kit

comercial Bio-Rad cuya sensibilidad es de 1 ug.

- Preparacion de estandares para la curva patrén:

Conc. albimina  Sol. madre de albimina  H,O destilada

(ng mL™) 0.06 % (uL) (L)
A 14 500 0
B 1.0 375 125
C 0.7 250 250
D 0.35 125 375
E 0.175 250 250
F 0 Sol. D 500
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Procedimiento

En cada pozo de microplaca se adicionaron 5 yl de cada estandar y de las muestras
de higado (previamente diluido en tampdn de fosfatos, descrito en el apartado 2.5.4).
En seguida se adicionaron 250 pL del reactivo de Bradford (a temperatura ambiente)
y se agitaron las muestras por 30 segundos. Posteriormente, las muestras fueron
incubadas en oscuridad y a temperatura ambiente por 10 min. Finalmente se procedio

a la lectura de las absorbancia a una longitud de onda de 595 nm.

Célculos

A partir de la recta obtenida por la representacion de la densidad 6ptica de las
distintas concentraciones de la curva patrén, y por interpolacién de los valores de
densidad Optica de las muestras, se calculé la concentracion de proteina soluble
contenida en cada una de ellas, considerando la cantidad de muestra que fue
afiadida, asi como la dilucion realizada. Los resultados se expresaron en mg de

proteina ml de extracto™ .

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS DEL METABOLISMO

INTERMEDIARIO
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La actividad de todas las enzimas analizadas implicadas en el metabolismo
intermediario se realiz6 mediante la lectura de cambios en la absorbancia de una
determinada “mezcla de reaccion”, segun el enzima a analizar. Para ello se utilizé un
espectrofotometro lector de microplacas (PowerWaveX, de Bio-Tek Instruments, Inc.
USA). Las condiciones de temperatura (37 °C) y volumen final de la “mezcla de
reaccion” (200 uL) fueron las mismas en todas las enzimas analizadas. La
concentracion 6ptima de sustrato, asi como la dilucion mas apropiada del extracto de
un determinado tejido, fueron establecidas en base a andlisis preliminares. La
reaccion enzimatica siempre fue iniciada por adicion del extracto de muestra. Todas
las soluciones fueron elaboradas con agua destilada, salvo en los casos en los que

se especifico lo contrario.

Aspartato aminotrasnferasa (ASAT, E.C. 2.6.1.1) y Alanina aminotrasnferasa (ALAT,

E.C.2.6.1.2)

La actividad las enzimas ASAT y ALAT se realiz6 basandose en la medida
espectrofotométrica de la disminucion de densidad Optica producida por la oxidacion

de NADH, para lo cual se utilizaron kits comerciales de Spinreact.
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Glutamato deshidrogenasa (GDH, E.C. 1.4.1.2)

La actividad GDH se realiz6 basandose en la medida espectrofotométrica de la

disminucién de densidad Optica producida por la oxidacion de NADH, para lo cual se

utilizé la metodologia de Morales et al. (1990):

Reactivos:

— Tampon Imidazol 71.4 mM pH 7.4.

- NADH/ADP 2.9/14.3 mM

- Acetato amodnico 3.3 M

- LDH

- a-KG 200mM (sustrato)

Procedimiento

Abs =340 nm Concentraciéon  Volumen (L)
en pozo de 200 pL
Tampon Imidazol 7.4 mM pH 7.4 50 140
NADH/ADP 2.9/14.3 mM 0.2/1 14
Acetato amonico 3.3 M 100 6
LDH 2 U/mL 0.15
a-KG 200mM (sustrato) 10 10
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Muestra 30

Hexoquinasa (HK, E.C. 2.7.1.1)

La actividad HK se realiz6 basandose en la medida espectrofotométrica de la
reduccion de NADP®, para lo cual se utilizaron la siguiente metodologia (Vijayan et

al., 1990):

Reactivos:

- Tampodn Imidazol 71.4 mM pH 7.4.

- Solucion de MgCl, 100 mM.

— Solucién de ATP 50 mM.

- Solucién de NADP 8 mM.

- Glucosa 6-P deshidrogenasa comercial (G6PD).

— Solucion de glucosa 10 mM.

Procedimiento

Concentracion  Volumen (uL)
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Abs =340 nm en pozo de 200 uL
Tampon Imidazol 50 mM 140
MgCl, 5mM 10
ATP 2.5mM 10
NADP 0.4 mM 10
G6PD 2 Ul mL? 0.57
Glucosa 10 mM 10
Muestra 20

Glucoquinasa (HK IV;: E.C. 2.7.1.2)

La actividad GK se realiz6 basandose en la medida espectrofotométrica de la

reduccion de NADP®, para lo cual se utilizaron la siguiente metodologia (Vijayan et

al., 1990):

Reactivos:

- Tampodn Imidazol 71.4 mM pH 7.4.

- Solucién de MgCl, 100 mM.
— Solucion de ATP 50 mM.

— Solucion de NADP 8 mM.

- G6PD.

- Solucién de glucosa 1 M.

Procedimiento
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Concentracion  Volumen (pL)

Abs =340 nm en pozo de 200 pL
Tampon Imidazol 50 mM 140
MgCl, 5mM 10
ATP 2.5 mM 10
NADP 0.4 mM 10
G6PD 2 Ul mL? 0.57
Glucosa 1M 10
Muestra 20

Fructosa 1-6 bifosfatasa (FBPasa, E.C. 3.1.3.11)

La actividad FBPasa se realiz6 basandose en la medida espectrofotométrica de la

reduccion de NADP™, para lo cual se utilizé la metodologia de Morales et al., (1990):

Reactivos:

— Tampon Imidazol 71.4 mM pH 7.4.
- Solucion de MgCl, 100 mM.

— Solucién de NADP 10 mM.

- B- mercaptoetanol 240 mM

- G6PD.

- FBP 5 mM (sustrato)
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Procedimiento

Concentracion  Volumen (pL)

Abs =340 nm en pozo de 200 pL
Tampon Imidazol 71.4 mM, pH 7.4 42.84 120
MgCI2 100 mM 5 10
NADP 10 mM 0.5 10
- mercaptoetanol 240 mM 12 10
PGI 2 U/mL 0.57
G6PD 2 U/mL 0.57
Agua destilada 20
FBP 5 mM (sustrato) 0.5 20
Muestra 10

Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD, E.C. 1.1.1.49)

La actividad G6PD se realiz6 basandose en la medida espectrofotométrica de la

reduccion de NADP™, para lo cual se utilizé la metodologia de Morales et al., (1990):

Reactivos:

- Tampodn Imidazol 71.4 mM pH 7.4.

- Solucion de MgCl, 100 mM.

- Solucion de NADP 20 mM (disuelto en HCO3Na 119mM).

- G6P 10 mM (sustrato)

Procedimiento

Concentraciéon  Volumen (uL)
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Abs =340 nm en pozo de 200 uL
Tampon Imidazol 71.4 mM, pH 7.4 50 140
MgCI2 100 mM 5 10
NADP 20 mM 2 10
G6P 1 20
Muestra 10

Enzimas malicas (EM, E.C. 1.1.1.40)

La actividad EM se realizd basandose en la medida

espectrofotométrica de la

reduccion de NADP™, para lo cual se realizé la siguiente metodologia (Singer et al.,

1990):

Reactivos:

- Tampodn Imidazol 71.4 mM pH 7 .4.

- Solucién de MgCl, 100 mM.

— Solucién de NADP 8 mM.

- L-malato 40 mM (sustrato)

Procedimiento

Concentracion

Volumen (uL)

Abs =340 nm en pozo de 200 pL
Tampon Imidazol 71.4 mM, pH 7.4 50 140
MgClI2 100 mM 5 10
NADP 20 mM 0.4 10
L-malato 40 mM 10
Agua destilada 2 10
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Muestra 20

Acido graso sintetasas (FAS; EC 2.3.1.38)

La actividad FAS se realiz6 basandose en la medida espectrofotométrica de la
reduccion de malonil-Co A, para lo cual se utilizé el método de Chang et al. (1967)

modificado por Chakrabarty y Leveille (1969):

Reactivos:

- Solucién A de KH,PO,4 (0.1 mM): 2.28 g de KH,PO,4 en 100 mL.

- Solucion B de KPO4H; (0.1 mM): 2.28 g de KPO4H, en 250 mL.

- Tampon de fosfato de potasio (100 mM, pH 6.5): ajustar el pH a 6.5 de la solucidén A
utilizando la solucion B.

- NADPH 0.1 mM.

- Acetil Co A 25 uM.

- Malonil coenzima A 0.6 mM (sustrato).

Nota: el NADPH, acetil CoA y malonil coenzima A se prepararan al momento de

usarlos. Cada reactivo se pesara por separado, pero el NADPH y acetil CoA se
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mezclaran utilizando el tampén de fosfatos (100 mM, pH 6.5) para formar el MIXFAS.
El sustrato (malonil coenzima A) se preparara al momento de usarlo utilizando el
tampodn de fosfatos (100 mM, pH 6.5).

Procedimiento

Volumen (L)  Volumen (uL)

de 200 pL de 200 pL
muestra Blanco
MIXFAS 140 140
Muestra 20 20
Sustrato Malonil coenzima A 20 --
Agua destilada -- 20

Célculos de las actividades enziméticas

La actividad especifica de cada una de las enzimas del metabolismo intermediario fue
expresada en mU mg de proteina™. Una unidad de actividad fue definida como la
cantidad de enzima requerida para transformar un pymol de sustrato por minuto bajo
las condiciones analiticas descritas. Para el calculo de dicha actividad se utilizo la

siguiente formula:

(ADO/ At)x Vt x f
eXx103x10°xVdxdxP

mU mg de proteina™ = (nmol min~") mg proteina™' =

Donde:

173



Bafiuelos Vargas 1. 2014. Tesis

A DO/A t: incremento o decremento de densidad Optica/minuto.
Vt: volumen total de reaccion en mL.

f: factor de correccion por dilucion del extracto.

eX: coeficiente extincion molar, segun la longitud de onda de lectura de cada enzima:
€340 = 6,22 x 103 M-1 x cm —1 (NADH, NADPH)

€313 = 20,5 x 103 M-1 x cm —1 (Acetoacetil-CoA)

€412 = 13,6 x 103 M-1 x cm —1 (DTNB)

10 factor de conversién de litro a mililitro.

107°: factor de conversién de mol a nmol.

Ve: volumen del extracto afiadido en mLI.

d: longitud de paso de luz. Para las microplacas el valor es 0.6 cm.

P: mg de proteina por mL.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS DEL SISTEMA DE DEFENSA

ANTIOXIDANTE
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La determinacion de la actividad de las enzimas antioxidantes se realizé por el mismo
sistema y condiciones descritas para las enzimas del metabolismo intermediario, con
la excepcion de que la reaccion enzimatica fue iniciada por adicion del sustrato en

lugar del extracto de muestra.

Superdxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1)

La actividad SOD se realiz6 basandose en la medida espectrofotométrica de la tasa
de inhibicién de la reduccién del citocromo C producida por la SOD, para lo cual se

utilizé el método de McCord y Fridovich (1969):

Reactivos:

— Solucion de KH,PO4: 3.4 g en 500 mL.

— Solucion de K;HPO: 4.35 g en 500 mL.

- Tampédn de fosfato de potasico (50 mM, pH 7.8), EDTA 0.1 mM: ajustar el pH a 7.8
de la solucién de K,;HPO utilizando la solucion de KH,PO4. Posteriormente pesar el
EDTA para lograr molaridad de 0.1 mM.

- Xantina 1mM (disuelta en calentamiento).

- Citocromo C 1mM (proteger de la luz).

~ Solucién de xantina oxidasa comercial (XOD) 1 Ul mL™".
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Nota: la xantina, el citocromo C y la solucién de XOD se preparan con el tampén de

fosfato de potasico 50 mM, pH 7.8, EDTA 0.1 mM. La xantina puede también ser

almacenada en alicuotas congeladas. Pero solo se pueden descongelar una vez.

Procedimiento

Para realizar el andlisis fue necesario preparar volumen suficiente de una “solucion

de reaccion” compuesta por EDTA, xantina y citocromo C, diluidos en tampén fosfato

potasico 50 mM pH 7.8, en proporciones 30:6:1, respectivamente. Esta solucion fue

protegida de la luz, mantenida a 25 °C y llevada a saturacion de oxigeno mediante un

aireador, durante 90 minutos.

Se realizaron dos mediciones:

— Reaccion control: A 195 pl de la “solucion de reaccidn” se le afadieron 5 ul de la

solucion de XOD, la cual inicié la reaccion de reduccion del citocromo C que fue

seguida mediante lectura del cambio de absorbancia a 550 nm. Para aceptar los

resultados de la reaccion control, los valores obtenidos debian encontrarse entre

0.023 y 0.028 ADO/minuto (d = 1 cm).
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- Reaccion problema: Se afiadieron las siguientes cantidades de reactivos y extracto
en cada pocillo de las microplacas, de forma que al igual que en la reaccién control, la

adicion de la solucion de XOD inici6 la reaccion:

Concentracién Volumen (uL)
Abs =550 nm en pozo de 200 uL
EDTA 0.079 mM 150
Xantina 0.090 mM 30
Citocromo C 0.012 mM 5
XOD* 0.025 Ul mL™ 5
Muestra 10

* El valor es simbdlico, ya que este se ajusta en funcién de los resultados de la
reaccion del control.

Calculos

Una unidad de de actividad SOD fue definida como la cantidad de enzima requerida
para inhibir la tasa de reduccién de citocromo C un 50% bajo las condiciones
analiticas descritas. La actividad especifica fue expresada en U mg de proteina™.

Para el calculo de dicha actividad se utiliz6 la siguiente férmula:

% Inhibicién =[ARO/ min (control)] — [ADO / min (muestra) x 100
[ADO / min (control)]

% Inhibicion x f
50% Ve x P

U SOD mg de proteina™ =
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Donde:

A DO/min: incremento de densidad 6ptica por minuto.

f: factor de correccion por dilucion del extracto.

Ve: volumen del extracto afiadido en mL.

P: mg de proteina por mL.

Glutation peroxidasa (GPX, E.C. EC 1.11.1.9)

Para determinar la actividad de GPX se utilizé el método de Flohé y Gunzler (1984),
basado en una medida indirecta de la actividad mediante la lectura a 340 nm del
decremento en la absorbancia producido por la oxidacion del NADPH, utilizado para
regenerar el glutation reducido (GSH) a partir del glutation oxidado (GSSG) obtenido

por la accién de la glutation peroxidasa:

Reactivos:

— Solucion A de KH,PO,4: 3.4 g en 500 mL.

- Soluciéon B de K;HPO: 4.35 g en 500 mL.

- Tampon de fosfato de potasico (50 mM, pH 7.1): ajustar el pH a 7.1 de la solucion B

utilizando la solucién A.

178



Bafiuelos Vargas 1. 2014. Tesis

- Azida sodica 15.5 mM (inhibe la actividad catalasa).
- EDTA 3.9 mM.

- Glutation reducido (GSH) 25.8 mM.

- NADPH 1.5 mM.

— Glutation reductasa (GR) 9.7 Ul ml-1.

- Peroxido de hidrégeno (H202) 1 mM.

Nota: Todos las soluciones fueron preparadas diluyendo los reactivos en tampén

fosfato potasico 50 mM pH 7.1.

Procedimiento:

Concentracién Volumen (uL)
Abs =340 nm en pozo de 200 uL
Azida sédica 3.88 mM 50
EDTA 0.97 mM 50
GSH 3.87 mM 30
NADPH 0.22 mM 30
GR 0.97 UmL™ 20
H,O, 0.05 mM 10
Muestra 10

Célculos
La actividad de GPX fue expresada en mU mg de proteina™. Una unidad de

actividad fue definida como la cantidad de enzima requerida para transformar un pmol
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de sustrato por minuto bajo las condiciones analiticas descritas. La formula utilizada

es la fue fue descrita para las enzimas de metabolismo intermediario.

Glutation reductasa (GR, E.C. 1.6.4.2)

Se determind la actividad catalitica de GR con el método descrito por Morales et al
(2004), basado en la lectura a 340 nm, del decremento en la absorbancia producido

por la oxidacion del NADPH utilizado por la GR, en el paso de GSSG a GSH.

Reactivos:

- Solucion A de NaH;PO4: 6.0 g en 500 mL.

— Solucion B de Nap;HPO4: 7.098 g en 500 mL.

— Tampon fosfato soédico 0.1 M pH 7.5, EDTA 1 mM: ajustar el pH a 7.1 de la solucién
B utilizando la solucion A. Se afadidé la cantidad de EDTA necesaria para la
molaridad deseada.

- NADPH 0.66 mM.

- GSSG 3.25 mM.

180



Bafiuelos Vargas 1. 2014. Tesis

Nota: La solucién de NADPH y GSSG fueron preparadas en tampoén fosfato sédico

0.1 MpH 7.5, EDTA 1 mM.

Procedimiento:

Concentracién Volumen (uL)
Abs =340 nm en pozo de 200 pL
NADPH 0.63 mM 180
GSSH 0.16 mM 10
Muestra 10

Calculos

La actividad de GR fue expresada en mU mg de proteina™. Una unidad de actividad
fue definida como la cantidad de enzima requerida para transformar un pmol de
sustrato por minuto bajo las condiciones analiticas descritas. La formula utilizada es

la fue fue descrita para las enzimas de metabolismo intermediario.

Catalasa (CAT, E.C. 1.11.1.6)

Se determiné la actividad catalitica de la enzima con el método descrito por Aebi

(1984), basado en la lectura a 240 nm, del decremento en la absorbancia producido

por la disminucién de la concentracion del H,05.
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Reactivos

- Soluciéon de H,0, 10.5 mM en tampon fosfato potasico 50 mM pH 7.0.

Procedimiento

Concentracién Volumen (uL)
Abs =240 nm en pozo de 200 pL
Muestra 10

Célculos
Una unidad de de actividad CAT fue expresada en U mg de proteina™. Para el

calculo de dicha actividad se utilizo la siguiente formula:

-1 — [ADO/ min (control)] - [ADO / min {muestra) x 100
[ADO / min (control)]

U CAT mg de proteina

Donde:

A DO/min: decremento de densidad 6ptica por minuto.

Vt: volumen total de reaccion en mL.

f: factor de correccion por dilucion del extracto.

€240 = coeficiente de extincién molar del H,0, (39.58 M™* x cm™).

10 3: factor de conversion de litro a mililitro.

182



Bafiuelos Vargas 1. 2014. Tesis

10 —-6: factor de conversion de mol a ymol.
Ve: volumen del extracto afiadido en mL.
d: longitud de paso de luz. Para las microplacas el valor es 0.6 cm.

P: mg de proteina por mL.
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ANEXO 4 Solucién Dacie

La solucion Dacie fue preparada con los siguientes reactivos:

Reactivo Cantidad
Solucion de formaldehido 37% 10 mL
Citrato de trisodio 31.3¢g
Azul de cresilo brillante 1g

Agua destilada 1000 mL

La solucion puede ser almacenada por tiempo indefinido. No obstante, esta debe ser
filtrada el dia de su uso. Las muestras de sangre homogenizadas en solucién Dacie
pueden ser almacenadas a temperatura ambiente hasta por 2 semanas antes de

realizar el conteo de células.
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The effect of dietary incorporation of soy protein concentrate (SPC) and the concomitant supplementation with
taurine on hepatic intermediary metabolism and antioxidant status of totoaba (Totoaba macdonaldi) juveniles
was assessed. Four isoproteic and isolipidic diets were formulated containing either 30 or 60% of SPC (diets
SP30 and SP60), supplemented or not with 1% of taurine (diets SP30T and SP60T). A fish meal (FM) based diet,
without SPC and taurine supplementation, was used as a control. Triplicate groups of 32 totoaba juveniles
(average body mass = 7.5 g) were fed these diets over 45 days. Results revealed that dietary FM replacement
by SPC depressed the overall intermediary metabolism. Activity of key enzymes of amino acid catabolism and
gluconeogenesis was significantly reduced and a trend to reduce glycolysis and glucose-6-phosphate dehydroge-
nase activity was observed. The incorporation of the highest level of SPC also significantly increased hepatic lipid
peroxidation and the activity of superoxide dismutase. Concomitant taurine supplementation restored the
activity of amino acid catabolic and gluconeogenic enzymes and hexokinase to levels similar of those of the
control diet. Taurine supplementation also led to a significant increase of glucose-6-phosphate dehydrogenase
and catalase activity, as well as to a significant reduction of liver lipid peroxidation. These results suggest that
taurine may play an important metabolic modulation action on totoaba fed SPC based diets, contributing to

the enhancement of the overall metabolism and to the reduction of liver oxidative damage.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Fish are reported to be able to adapt to different nutritional condi-
tions, such as those imposed by feeding high plant protein diets to
carnivorous fish and by shifting their metabolic profile (Metén et al.,
1999; Messina et al., 2007; Pérez-Jiménez et al., 2009), including path-
ways involved in protein and energy utilization (Martin et al., 2003;
Vilhelmsson et al., 2004; Dias et al., 2005). Plant feedstuff has amino
acid (AA) imbalances, antinutritional factors, lower protein content,
and lower digestibility and palatability that may modulate metabolism.
Further, replacement of fish meal (FM) by plant protein sources may
affect the dietary essential amino acid (EAA) profile and the essential
to non-essential AA ratio that have been reported to affect the activity
of amino acid metabolizing enzymes (Gémez-Requeni et al., 2003;
Martin et al., 2003; Vilhelmsson et al., 2004; Peres and Oliva-Teles,
2006, 2007). Besides these constraints, plant feedstuff also lacks certain

* Corresponding author at: Universidad Autonoma de Baja California (UABC), Facultad
de Ciencias Marinas, PO 453, Ensenada 22800, Baja California, Mexico. Tel.: +52
6461744570; fax: +52 6461744103.

E-mail address: llopez@uabc.edu.mx (L.M. Lopez).

! These authors contributed equally to the study.

1096-4959/% - see front matter © 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpb.2014.01.003

components, such as taurine, hydroxyproline and nucleotides, present
in abundance in FM but not in plant protein sources, which appear to
have beneficial proprieties on the performance and well-being of
carnivorous fish (El-Sayed, 2013).

Taurine is an abundant non-proteic amino acid involved in numer-
ous physiological processes, such as bile acid conjugation, osmoregula-
tion, modulation of calcium levels, detoxification, reproduction, cell
membrane stabilization, cell volume regulation and anti-inflammatory
events (Divakaran, 2006). Additionally, taurine is recognized as a potent
antioxidant, having an oxygen free radical scavenger effect, leading to a
reduction of lipid peroxidation, reduction of membrane permeability,
and reduction of intracellular oxidation and so protecting tissue from
oxidative injury (Hagar, 2004; Parvez et al., 2008; Yu and Kim, 2009;
Zeng et al., 2010). Taurine deficiency has been related with a dysfunc-
tional respiratory chain that allows accumulation of electron donors
which divert electrons from the respiratory chain to oxygen, forming
superoxide anion in the process (Schaffer et al., 2009).

Under normal nutritional conditions, taurine may be synthesized
from methionine and cysteine metabolism, but in some specific situa-
tions, animals cannot synthesize enough taurine to meet body needs
and therefore require a continuous dietary supply (Huxtable, 1992;
Roysommuti et al., 2003; Hu et al., 2008; Battin and Brumaghim,

Please cite this article as: Bafiuelos-Vargas, L, et al., Effect of fishmeal replacement by soy protein concentrate with taurine supplementation on
hepatic intermediary metabolism and anti..., Comp. Biochem. Physiol. B (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpb.2014.01.003
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2009). In fish, limited capacity to synthesize taurine may impose the re-
quirement of this AA, such as during early life stage or when the dietary
intake of this AA is insufficient. Indeed, taurine is almost negligible in
plant feedstuffs, and so FM replacement by these ingredients may com-
promise dietary taurine levels (Yokoyama et al., 2001; Park et al., 2002;
Matsunari et al,, 2005; El-Sayed, 2013). Studies with marine fish species,
such as red sea bream Pagrus major, Japanese flounder (Paralichthys
olivaceus) and yellowtail (Seriola quinqueradiata), have demonstrated
that taurine is an essential amino sulfonic acid to maintain normal
physiological condition and growth performance when fish are fed
plant protein based diets (Goto et al., 2001; Park et al., 2002; Kim
et al.,, 2008; Matsunari et al., 2008; Takagi et al., 2010, 2011). For
fresh-water species, like rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), taurine
supplementation of all-plant protein diets leads to better growth perfor-
mance (Yokoyama et al., 2001; Gaylord et al., 2007). Moreover, the
lack of taurine may trigger subclinical deficiencies that weaken and
negatively affect fish performance, making them more susceptible to
disease (Wu, 2009; Oliva-Teles, 2012; El-Sayed, 2013). Nevertheless,
little information has been reported about the role of taurine on the
metabolic pathway and antioxidant status of carnivorous fish, particu-
larly its effects when supplemented in plant protein based diets.

Totoaba macdonaldi is an endemic carnivorous fish that inhabits the
Gulf of California and in wild conditions feeds on marine invertebrates
and small fish (Valenzuela-Quifiénez et al., 2011). Totoaba is an impor-
tant species for commercial fisheries in Northwest México, however,
due to unregulated capture and habitat loss, this species is classified,
since 1975, as critically endangered (IUCN Red List Status; FishBase;
Cisneros-Mata et al.,, 1995; Bobadilla et al., 2011). A breeding program
successfully implanted in Baja California, México has allowed its intro-
duction in aquaculture (DOF, 2009). Totoaba, being a strict carnivorous
species (trophic level: 4.1 &+ 0.7; based on food items; FishBase) has a
high protein requirement (Rueda-Lépez et al., 2011; Minjarez-Osorio
et al.,, 2012), and is heavily dependent on the dietary incorporation of
high levels of high-quality fishmeal (FM) to meet its protein require-
ment. Due to the increased demand, decreased availability, raising
costs and the potential presence of organic and inorganic contaminants
in FM, it is of economic and environmental utmost importance to re-
place or at least decrease diet dependency on FM by replacing it with
more sustainable and renewable protein sources, such as plant feed-
stuffs (FAO, 2012). Therefore, in order to cultivate totoaba, information
about how nutritional factors influence its physiology and metabolism
is necessary. However, to our knowledge, there is no data regarding
the metabolic and antioxidant modulation action of taurine supplemen-
tation of plant based diets for totoaba.

In this context, the objective of the present research was to study the
influence of soy protein concentrate as a FM replacement and taurine
supplementation on intermediary metabolism and hepatic antioxidant
status of totoaba (T. macdonaldi) juveniles.

2. Materials and methods
2.1. Experimental diets

Five experimental diets were formulated to be isonitrogenous and
isoenergetic. In test diets, soy protein concentrate (SPC) replaced 30 or
60% of FM protein used in the control diets, supplemented or not with
1% of taurine (SP30, SP60, SP30T and SP60T, respectively). A FM based
diet was used as a control diet (CD), without SPC and taurine supple-
mentation. The essential AA profile of test diets was adjusted to that
of the control diet, requiring supplementation with crystalline methio-
nine. All dietary ingredients were finely ground, well mixed and
pelleted through 3 mm die in a commercial meat grinder. Diets were
dried at 65 °C for 24 h, placed in plastic bags and stored at —4 °C.
Dietary ingredients and proximate composition are presented in
Table 1 and amino acid composition in Table 2.

Table 1
Experimental diet composition and proximate analysis.
Diets
D SP30 SP30T  SP60 SP60T
Ingredients (% dry weight)
Fish meal® 62.7 43.0 43.0 235 235
Soy protein concentrate” 0.0 195 19.5 389 389
Krill meal 9.0 9.0 8.0 9.0 8.0
Gelatin 50 5.0 50 5.0 50
Starch 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Cellulose 42 24 23 0.6 0.5
Fish oil 34 52 52 6.9 6.9
Minerals mix® 3.0 3.0 3.0 3.0 30
Vitamins mix¢ 26 26 26 2.6 26
Choline chloride 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Methionine® - 0.22 0.23 0.44 045
Taurine® - - 1.00 - 1.00
Proximate analyses (% dry weight)

Dry matter (%) 94.1 94.2 94.3 939 933
Crude protein 55.3 54.5 55.5 56.1 54.8
Crude lipid 12.6 12.3 12.6 122 126
Starch 9.8 10.1 109 9.6 105
Ash 15.7 14.1 135 131 13.1
Gross energy (k] g~ ) 19.5 204 209 203 19.7
P/E (mgkJ~') 27.8 267 26.0 27.3 28.5

¢ Commercial HighPro fish meal, US.A. (crude protein: 71%; crude lipids: 12%;
Ash: 17%).

b Soy protein concentrate, SilverCup, U.S.A. (crude protein: 71%; crude lipids: 2.6%;
Ash: 7%).

¢ Mineral mix (g kg~ " diet): KH,PO,, 320; NaH,P0,, 250; Ca (H,P0,),, 200; MgS0y-7-
H,0, 150; CsH1¢Ca0g, 35; CsHsFeO-, 25; NaCl, 10; ZnSO4- 7H,0, 3.53; MnS0O,4-H,0, 1.62;
CuS04-5H,0, 0.31; CoCl,-6H,0, 0.01.

4 Vitamin mix (mg kg~ ' diet): inositol, 256.39; niacine, 51.28; riboflavine; p-amino
benzoic acid, 25.53; pantothenic acid, 17.92; 3-carotene, 9.39; menadione, 6.11; thiamine,
3.85; piridoxine, 3.06; folic acid, 0.96; biotine, 0.39; cholecalciferol, 25,793 IU; cyanocobal-
amin, 5.59.

€ Amino acids from Pharmaceutical Co., Ltd., US.A.

Proximate analyses of diets were performed according to AOAC
methods (AOAC, 2000). For AA analysis, diets were hydrolyzed
with 6 N hydrochloric acid at 112 °C under an atmosphere of N, for
23 h. Samples were then derivatized with phenylisothiocyanate (PITC)
reagent before separation by gradient exchange chromatography (Waters
auto sample model 717 plus; Waters binary pump model 1525; Waters
dual absorbance detector model 2487), according to the Pico-Tag method
as described by Cohen et al. (1989). Chromatographic peaks were
identified, integrated and quantified with a Waters Breeze software

Table 2
Amino acid (AA) composition (g 100 g diet™!) of the experimental diets.
Diets
CD SP30 SP30T SP60  SP60T

Essential AA
Histidine 1.7 1.8 15 1.7 14
Arginine 38 40 39 338 3.6
Threonine 24 25 23 2.6 2.5
Valine 27 30 29 32 2.8
Methionine 1.6 1.7 16 1.7 1.6
Lysine 39 39 3.6 39 35
Isoleucine 27 24 3.0 2.7 2.3
Leucine 45 44 44 48 44
Phenylalanine 24 27 2.8 31 2.8

Non-essential AA
Aspartic acid 37 41 46 50 42
Serine 25 28 29 3.1 2.9
Glutamic acid 87 82 7.8 7.2 7.2
Glycine 45 38 33 3.6 3.8
Alanine 41 35 3.0 33 3.0
Proline 36 33 33 338 34
Tyrosine 19 20 2.1 23 2.2

Conditionally essential non-proteic AA
Taurine 05 02 13 03 15
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package by comparing to a known amino acid standard (Pierce
NC10180). Tryptophan and cysteine were not measured in this study.

2.2. Experimental conditions and sampling

Juveniles of totoaba were provided by the marine finfish hatchery
of the Facultad de Ciencias Marinas, Universidad Auténoma de Baja
California, Ensenada, Mexico, where this study was performed. The
growth trial was run in a thermoregulated flow-through system
equipped with 15 fiberglass tanks of 70 L capacity. During the trial, tem-
perature was maintained at 23.0 4 1.0 °C, salinity averaged 35 4 0.5%
and photoperiod was maintained on a 12:12 light:dark schedule. Oxy-
gen concentration was kept higher than 6 mg L~ ". Prior to the trial,
fish were acclimated to the experimental facilities for two weeks.
Then, 480 totoaba juveniles (initial body weight of 7.5 g) were random-
ly selected and stocked in each tank of 70 L (32 fish/tank). Triplicate
groups were fed one of the five experimental diets, to apparent
satiation, by hand, twice daily, seven days a week, for six weeks. Utmost
care was taken to assure that all feed supplied was consumed, and feed
intake was recorded daily. At the end of the feeding period, 4 fish per
tank (12 per treatment) were randomly sampled, 6 h after the morning
meal. Fish were anesthetized by immersion in a 1:10,000 (v/v) clove oil
solution, killed by a fast cut of the head and liver excised, immediately
frozen in dry ice and stored at — 80 °C until measurement of enzymatic
activity.

2.3. Enzyme activity

Due to the small liver size, enzymatic analysis was performed in six
pools of two livers per diet (2 replicates per tank). Pooled livers were
homogenized in 4 vol. of ice-cold 100 mM Tris-HCl buffer containing
0.1 mM EDTA and 0.1% (v/v) Triton X-100, pH 7.8. The procedure was
performed on ice. Homogenates were centrifuged at 30,000 g for
30 min, at 4 °C and the resultant supernatants were kept in aliquots
and stored at —80 °C (Pérez-Jiménez et al., 2012). All enzyme assays
were carried out at 37 °C and the changes in absorbance were moni-
tored to determine the enzyme activity using a microplate reader
(ELx808; Bio-Tek Instruments). The optimal substrate and protein con-
centrations for the measurement of maximal activity for each enzyme
were established by preliminary assays. The enzymatic reactions were
initiated by the addition of the tissue extract. The molar extinction coef-
ficients used for H,0, and NADPH were 0.039 and 622 mM~ ' cm™ .

The specific assay conditions for each enzyme were as follows:

Aspartate aminotransferase (ASAT/GOT; EC 2.6.1.1) and alanine
aminotransferase (ALAT/GPT; EC 2.6.1.2) activities were assayed
with kits from Spinreact (ASAT/GOT, ref. LIQ225; ALAT/GPT, ref.
LIQ223) at 37 °C and followed at 340 nm.

Glutamate dehydrogenase (GDH; EC 1.4.1.2) activity was performed
using a reaction mixture containing 71.4 mM imidazole-HCl buffer
(pH 7.4), 2.9 mM NADH, 14.3 mM ADP, 3.3 M ammonium acetate
and 2 units mL~ ! LDH (Morales et al., 1990).

Hexokinase (HK; EC 2.7.1.1) and glucokinase (HK-IV; EC 2.7.1.2) ac-
tivities were determined according to Vijayan et al. (1990). Reaction
mixture contained 71.4 mM imidazole-HCl buffer (pH 7.4), 50 mM
ATP, 100 mM MgCl,, 8 mM NADP, 2 units mL~' G6PD and 10 mM
(HK) or 1 M (HK-IV) glucose.

Fructose 1,6-bisphosphatase (FBPase; EC 3.1.3.11) activity was deter-
mined according to Morales et al. (1990). Reaction mixture
contained 71.4 mM imidazole-HClI buffer (pH 7.4), 100 mM MgCl,,
240 mM 2-mercaptoethanol, 10 mM NADP, 2 units mL™' G6PD,
2 units mL™ ! PGI and 0.5 mM fructose 1,6-bisphosphate.

Glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD; EC 1.1.1.49) activity was
measured using a reaction mixture containing 71.4 mM imidazole-

HCI buffer (pH 7.4), 100 mM MgCl,, 20 mM NADP and 10 mM
glucose-6-phosphate (Morales et al., 1990).

Malic enzyme (ME; EC 1.1.1.40) activity was performed using a reac-
tion mixture containing 71.4 mM imidazole-HCI buffer (pH 7.4),
100 mM MgCl,, 8 mM NADP, and 40 mM L-malate (Singer et al.,
1990).

Fatty acid synthase (FAS, EC 2.3.1.38.) activity was performed accord-
ing to the methodology of Chang et al. (1967) as modified by
Chakrabarty and Leveille (1969). Reaction mixture consisted of
0.01 mM NADPH, 0.025 mM Acetyl-CoA, 100 mM phosphate buffer
and 0.6 mM malonyl CoA.

Superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) activity was measured by
the ferricytochrome ¢ method using xanthine/xanthine oxidase as
the source of superoxide radicals. The reaction was monitored at
550 nm according to McCord and Fridovich (1969). Reaction mixture
consisted of 50 mM K-phosphate buffer (pH 7.8), 0.1 mM EDTA,
0.1 mM xanthine, 0.012 mM cytochrome c and 0.025 IU mL™! xan-
thine oxidase. Activity is reported in units of SOD per mg of protein.
One unit of activity was defined as the amount of enzyme necessary
to produce a 50% inhibition of the ferricytochrome c reduction rate.
Catalase (EC 1.11.1.6) activity was determined by measuring the
decrease of hydrogen peroxide concentration at 240 nm according
to Aebi (1984). Reaction mixture contained 50 mM K-phosphate
buffer (pH 7.0) and 10 mM H,0; freshly prepared. Activity is report-
ed in units of CAT per mg of protein.

Glutathione peroxidase (GPX; EC 1.11.1.9) activity was measured fol-
lowing the method of Flohé and Giinzler (1984). The oxidized gluta-
thione (GSSG) generated by GPX was reduced by glutathione
reductase (GR), and NADPH consumption rate was monitored at
340 nm. The reaction mixture consisted of 50 mM K-phosphate
buffer (pH 7.1), 1 mM EDTA, 3.9 mM GSH (reduced glutathione),
3.9 mM Na-azide, 1 [U mL~! glutathione reductase, 0.2 mM NADPH
and 0.05 mM H,0,.

Glutathione reductase (GR; EC 1.6.4.2) activity was assayed as
described by Morales et al. (2004), measuring the oxidation of
NADPH at 340 nm. Reaction mixture consisted of 0.1 M Na-
phosphate buffer (pH 7.5), 1 mM EDTA, 0.63 mM NADPH and
0.16 mM GSSG.

Except for SOD and CAT whose expression units have been already
described, enzyme activity is expressed as milliunits per mg of hepatic
soluble protein. Except for SOD, one unit of enzyme activity was defined
as the amount of enzyme required to transform 1 umol of substrate per
min under the above assay conditions.

Soluble protein concentration was determined according to
Bradford (1976) using Sigma protein assay kit and bovine serum
albumin as standard.

24. Lipid peroxidation (LPO) assay

Concentration of malondialdehyde (MDA) was determined as a
marker of LPO following the methodology described by Buege and
Aust (1978). An aliquot of supernatant from the homogenate (500 pL)
was mixed with 250 pL of a previously prepared solution containing
15% (w/v) trichloroacetic acid (TCA), 0.375% (w/v) thiobarbituric
acid (TBA), 80% (v/v) hydrochloric acid 0.25 N and 0.01% (w/v)
butylated hydroxytoluene (BHT). The mixture was heated to 100 °C
for 15 min. Then, after being cooled to room temperature and centri-
fuged at 1500 g for 10 min, absorbance was measured at 535 nm in
the supernatant.

Concentration was expressed as nmol MDA per gram of tissue, calcu-
lated from a calibration curve.
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2.5. Statistical analysis

Normality of distributions and homogeneity of variances were test-
ed using the Kolmogorov-Smirnov and Levene's tests, respectively.
The Dunnett test was used to compare control diet against each test
diet (CD vs SP30, CD vs SP30T, CD vs SP60, CD vs SP60T). Statistical ef-
fects of SPC and taurine levels in test diets, excluding the control diet,
were evaluated using a two-way ANOVA for liver composition and
nested two-way ANOVA for enzymatic analysis, with replicates nested
in diets. The lowest unit of replication in these analyses was “fish”. A sig-
nificant level of 0.05 was used in all the analysis. All statistical analyses
were carried out using the SPSS version 20.0 for Windows software
package.

3. Results

At the end of feeding trial, survival was 99% irrespective of the
dietary treatment. Daily growth index (DGI) of fish fed the SP30 and
SP30T (3.34 and 3.59, respectively) was similar to that of control fish
(3.42). Higher SPC incorporation (SP60 diet) significantly reduced DGI
(2.78), however DGI was significantly increased to levels similar of
those of the control diet through taurine supplementation (diet SP60T
with a DGI of 3.22).

Voluntary feed intake was greatly depressed in SPC based diets
(20.5 g kg/ABW/day), compared to the FM based diet, and no enhance-
ment was observed by taurine supplementation. Feed and protein effi-
ciency were significantly higher in fish fed the SPC based diet than the
FM based diet, except for SP60 diet which was similar to the control diet.

3.1. Liver composition and intermediary metabolism

At the end of the six-week feeding trial, liver composition of totoaba
was significantly affected by dietary composition (Table 3). Hepatic
moisture and protein content (g 100 g~ ! liver) were significantly
higher in fish fed CD than the test diets, while the opposite was true
for lipid and glycogen contents. Among the test diets, hepatic glycogen
content was significantly higher in the low SPC content diets than in
high SPC ones.

Table 4 shows the specific activity of key enzymes of the intermedi-
ary metabolism of totoaba fed the different dietary treatments. Irrespec-
tive of the replacement level of FM by SPC, the activity of ASAT, ALAT

Table 3
Liver composition (g 100 g~ wet weight) of Totoaba macdonaldi fed with experimental
diets.?

Liver composition Diets

cD SP30 SP30T SP60 SP60T SEM
Moisture 79.5 71.3F 72.2F 71.7% 71.3F 0.96
Protein 7.71 5.65 6.62 4.907 578f 038
Lipids 9.53 15.9% 14.6§ 17.1% 16.6§ 0.84
Glycogen 228 6.23% 5.53% 4851 495 025
Hepatosomatic index” 11 139 133 137 1.28 0.03
Two-Way ANOVA
Liver composition Variation source

SPC Taurine Interaction

Moisture ns ns ns
Protein ns ns ns
Lipids ns ns ns
Glycogen 0.01 ns ns
Hepatosomatic index ns ns ns

SEM: pooled standard error of the mean.
Two-way ANOVA performed involving only test diets (ns: not significant at P > 0.05).

¢ In the same row I and T denote significant differences against control diet (i > CD > T;
P < 0.05; Dunnett test).

" Hepatosomatic index: (liver weight / body weight) x 100.

and GDH were significantly reduced. However, the concomitant supple-
mentation with taurine restored the activity of these enzymes to levels
similar to those of the control diet. Moreover, the GDH activity signifi-
cantly decreased with the increase of dietary replacement of FM by SPC.

In line with the above results, FBPase activity was significantly
reduced by the dietary FM replacement by SPC, but its activity level
was restored with taurine supplementation (Table 4). Fish meal
replacement by SPC, with or without taurine supplementation, had no
significant effects on the measured glycolytic enzyme activity, except
for HK whose activity was significantly higher in fish fed the S30T
than the other diets. The higher the SPC incorporation level, the lower
the HK activity that was restored with the dietary taurine supplementa-
tion. Contrarily, HK-IV activity increased with the increase of dietary
SPC level, and taurine supplementation had no significant effect on its
activity. Compared to the control diet, the SP60 diet led to a significant
lower activity of G6PD. In SPC based diets, taurine supplementation sig-
nificantly increased the activity of this enzyme. No significant effect of
FM replacement by SPC, with or without taurine supplementation was
observed on the activity of lipogenic enzymes. Compared to the control
diet, fish fed the SP60 diet had higher malic enzyme activity than those
fed with other diets (Table 4).

3.2. Antioxidant defense system and LPO levels

Irrespective of the incorporation level of SPC, dietary FM replace-
ment by SPC increased the activity of SOD, being significant with the
SP30 diet; increased the activity of catalase, being significant in the tau-
rine supplemented diets; and increased the lipid peroxidation levels,
being significant with the SP60 diet. In SPC based diets, taurine supple-
mentation significantly increased the catalase activity and decreased
the lipid peroxidation levels (Table 5). Regardless of the dietary SPC
level, a significant inverse correlation between LPO levels and the
activities of CAT (r? = 0.70; P < 0.01) and G6PD (r? = 0.68; P < 0.01)
(Fig. 1) was observed.

4. Discussion

Despite the increased interest on taurine as a potential supplement
for low FM based diets, particularly for carnivorous fish, its role on inter-
mediary metabolism and antioxidant status is still unclear for the
majority of aquaculture species. Indeed, to the best of the authors'
knowledge, there are no studies on the metabolic effect of taurine
supplementation of plant protein based diets in totoaba.

Processed soybean products, like SPC or protein isolate, are consid-
ered good protein sources for fish, with higher protein content and
lower content of non-starch oligosaccharides and antinutritionals than
those of soybean meal (Brown et al., 2008). In the present study, dietary
replacement of FM by SPC significantly decreased the activity of key en-
zymes of amino acid catabolism (GDH, ASAT and ALAT) and gluconeo-
genesis metabolism (FBPase). These results may be associated to the
lower protein intake of fish fed the SPC based diets than those fed the
control FM based diet. A similar relationship between protein intake
and AA catabolic enzyme activities was reported for European seabass
(Dicentrarchus labrax) by Pérez-Jiménez et al. (2007). Although an
unbalanced dietary essential amino acid profile may also modulate the
activity of these enzymes (G6mez-Requeni et al., 2003; Peres and
Oliva-Teles, 2006, 2007), that was not expected to occur as the EAA
profile of SPC based diets closely matched that of the control diet.

Interestingly, the supplementation of SPC diets with taurine restored
the activity of GDH and transaminases to levels similar to those of con-
trol FM based diet. Although dietary taurine enrichment did not in-
crease the voluntary feed intake compared to the non-supplemented
diets, it may have alleviated the intestinal mucosal damage induced by
the SPC, improving the nutrient absorption. Non-starch polysaccha-
rides, fiber, allergenic compounds and especially saponin content of
SPC are low, but in some fish species, it induces intestinal and hepatic
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Table 4
Specific activity (mU mg protein~") of amino acid catabolic, glycolytic, gluconeogenic and lipogenic enzymes in the liver of Totoaba macdonaldi fed with the experimental diets.?
Diets
CcD SP30 SP30T SP60 SP60T SEM

Amino acid catabolism

Aspartate aminotransferase (ASAT) 1747 984F 1991 11797 1805 86

Alanine aminotransferase (ALAT) 417 241F 441 238} 401 18

Glutamate dehydrogenase (GDH) 414 277 424 233f 370 16
Gluconeogenesis

Fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase) 77.2 51.87 73.7 49.3f 61.8F 32
Glycolysis

Hexokinase (HK) 20.2 224 25.9% 17.0 193 0.73

Glucokinase (HK-1V) 3.50 2.74 2.34 4.06 5.01 043
Pentose phosphate pathway

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) 72.3 56.8 82.1 37.57 80.1 4.02
Lipogenesis

Malic enzyme (ME) 17.2 183 21.7% 17.3 18.0 0.64

Fatty acid synthetase (FAS) 134 151 139 1.62 1.58 0.07
Two-Way ANOVA

Variation source
SPC Taurine Interaction

Aspartate aminotransferase ns <0.01 ns
Alanine aminotransferase ns <0.01 ns
Glutamate dehydrogenase 0.01 <0.01 ns
Fructose-1,6-bisphosphatase 0.01 <0.01 0.04
Hexokinase <0.01 0.01 ns
Glucokinase 0.02 ns ns
Glucose-6-phosphate dehydrogenase ns <0.01 ns

Malic enzyme
Fatty acid synthetase

ns
ns

ns
ns

ns
ns

SEM: pooled standard error of the mean; SPC: soy protein concentrate.

Two-way ANOVA analysis performed involving only test diets (ns: not significant at P > 0.05).

¢ In the same row f and T denote significant differences against control diet ({ > CD > {; P < 0.05; Dunnett test).

morphometric changes that may impair diet digestibility (Refstie et al.,
1999; Buttle et al., 2001; Ostaszewska et al., 2005; Escaffre et al., 2007;
Iwashita et al., 2009). In fact, taurine has been reported to increase the
nutrient absorption, particularly the lipid fraction, through the strict de-
pendence on taurine for bile acid conjugation and through the normal-
ization of the intestinal morphology. In fish, bile acid is conjugated
mainly with taurine, and increased dietary taurine levels have been
reported to increase conjugated bile acid (Goto et al.,, 1996; Iwashita
et al,, 2009; Kim et al., 2007; Kim et al., 2008), and so increase the

Table 5

Specific activity of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPX), glutathione reductase (GR) and lipid peroxidation (LPO) in the liver of Totoaba

macdonaldi fed with the experimental diets.

Diets
cD SP30 SP30T SP60  SP60T  SEM
SOD (U mg~! protein) 115 1621 138 144 140 527
CAT (U mg~! protein) 132 140 203f 126 172§ 6.84
GPX (mU mg~ ! protein) 31.2 333 29.8 310 093
GR (mU mg~" protein) 511 5.88 6.58 6.90 026
LPO (nmol MDA g~ tissue) 944 10.9 13.2% 827 046
Two-Way ANOVA
Variation source
SPC Taurine Interaction
SOD ns ns ns
CAT ns <0.01 ns
GPX ns ns ns
GR ns ns ns
LPO ns <0.01 ns

SEM: pooled standard error of the mean; SPC: Soy protein concentrate.

Two-way ANOVA analysis performed involving only test diets (ns: not significant at

P > 0.05).

¢ Inthe same row } and T denote significant differences against control diet (f > CD > T;

P < 0.05, Dunnett test).

activity of bile salt-activated lipase in common dentex (Dentex dentex,
Chatzifotis et al., 2008), Japanese flounder (P. olivaceus; Kim et al.,
2007, Kim et al., 2008) and yellowtail (S. quinqueradiata; Sakai et al.,
1987). Also in larvae, taurine seems to have beneficial effects on the ac-
tivity of digestive enzymes, including trypsin, amylase and lipase (Salze
et al,, 2012). Moreover, intestinal abnormalities of rainbow trout
(0. mykiss) induced by dietary soy saponin and lectin were normalized

by supplemental levels of cholytaurine (Iwashita et al., 2008, 2009).

Consistent with the AA catabolic enzyme activity, gluconeogenesis
was also reduced by the dietary replacement of FM by SPC, though he-
patic glycogen content significantly increased. Hepatic lipid content :
also significantly increased in fish fed the SPC based diets, even though
the activity of lipogenic enzymes was not significantly affected. These
results evinced a possible reduction of hepatic glycogen and lipid catab-
olism rather than an increase of the de novo synthesis of glucose and
lipids, in fish fed the SPC diets, which may contribute to the develop-
ment of hepatic steatosis. Therefore, it seems that totoaba fed SPC
diets were under an unfavorable energy state, which led to a general :
down-regulation of the amino acid catabolic and gluconeogenic
enzymes, as well as a decrease of hepatic energy reserve mobilization.

For terrestrial animals, several studies have shown that taurine is in- :
volved in glucose homeostasis, both through the increase of the gene
expression for the insulin secretion and by the increase of peripheral in- :
sulin sensitivity (Divakaran, 2006). In the present study, taurine seems
to have a glycolytic effect, despite its weak effect on the HK-IV (high
Kim) activity, by increasing the activity of HK. Taurine supplementation
increased the HK activity and, despite the low Km of HK, it induced
glucose phosphorylation, promoting the subsequent use of glucose-6-
phosphate without the need for the induction of HK-IV. This particular
pattern of high activity of HK/low activity of HK-IV was previously :
reported in carp (Capilla et al., 2004) but is opposite to that previously
reported for rainbow trout, seabass and seabream (Panserat et al.,
2000; Enes et al., 2011). The observed increase of HK activity may be
due to the potentiation of insulin actions by taurine, which may have
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Fig. 1. Linear regression between liver lipid peroxidation and catalase activity (a) or
glucose-6-phosphate dehydrogenase (b) of Totoaba macdonaldi fed with the experimental
diets. The red lines indicate 95% predictive interval. (For interpretation of the references to
color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

facilitated the glucose transport through the cellular membrane. In
mammals, taurine is known to have a hypoglycemic action not directly
related to the increase of insulin release, but by enhancing insulin
action, it facilitates the interaction of insulin with its receptor and
enhances the glucose transport (Divakaran, 2006). Taurine is also
known to be involved in different central and peripheral processes of
homeostatic control of glucose, enhancing the action of some secreta-
gogues, such as leucine or arginine as well as peripheral insulin sensitiv-
ity (Maturo and Kulakowski, 1998; Cherif et al., 1998; Carneiro et al.,
2009). In fish, the taurine effect of glucose homeostasis has been little
studied, however this may be of particular interest, particularly for
carnivorous fish species. Actually, carnivorous fish are traditionally
considered to be glucose intolerant due to the prolonged hyperglycemia
observed after a high glucose intake due to several factors, including in-
sulin secretion and action issues (Moon, 2001; Enes et al., 2011; Polakof
etal, 2011).

In the present study, taurine had an expressive effect on the
enhancement of G6PD activity. The enhanced G6PD activity may have

contributed to the increase of HK and FBPase activities, since the hepatic
glycogen content was slightly reduced by taurine supplementation. The
glucose 6-phosphate required by G6PD was provided by the increased
glucose phosphorylation (increased HK activity) and by the increased
de novo synthesis of glucose (increased FBPase activity). The reducing
equivalents of NADPH, generated by G6PD activity, were probably des-
tined to a different metabolic pathway rather than to lipogenesis, as the
FAS activity and hepatic lipid content were not affected by taurine.
Therefore, dietary enrichment with taurine increased the G6PD activity
and, as a result, NADPH level may have enhanced the entire antioxidant
system.

Principal components of antioxidant system are superoxide
dismutases (SODs), glutathione system, catalase and G6PD. Glucose-6-
phosphate dehydrogenase is the principal source of the major intracel-
lular reductant NADPH, which is used by the glutathione systems to
regenerate reduced forms with antioxidant roles (Salvemini et al.,
1999; Leopold and Loscalzo, 2000; Kirsch and De Groot, 2001; Morales
et al,, 2004; Castro et al., 2012).

Catalase does not use NADPH directly, but it tightly binds to CAT
maintaining its most active form and preventing against the toxicity of
its own substrate (H,0,) (Kirkman et al., 1999; Leopold and Loscalzo,
2000; Gaetani et al., 2005). NADPH has been proposed to act like a direct
scavenger of free radicals, both by scavenging freely diffusing radicals
and repairing biomolecule-derived radicals; NADPH reduces the major-
ity of undesirable free radicals by donation of one electron, which is
then rapidly protonated (Kirsch and De Groot, 2001). In totoaba,
enhanced G6PD activity induced by taurine supplement could have
resulted in increased NADPH levels, which may have acted as both
non-enzymatic antioxidant and protective molecule for CAT, increasing
its activity in totoaba cells. Thus taurine supplementation may have
contributed to the observed reduction of liver lipid peroxidation in
fish fed the SPC based diets. In this sense, a positive and significant cor-
relation between liver lipid peroxidation and CAT (r*> = 0.70, P < 0.01)
or G6PD (r? = 0.68, P < 0.01) activity was observed.

Taurine has been reported to act as a non-specific scavenger of dan-
gerous reactive oxygen species and to stimulate synthesis of antioxidant
enzymes (Divakaran, 2006). In terrestrial animals, taurine has been
proposed to be involved in cellular mechanisms of protection against
oxidative damage by quenching and detoxifying some reactive interme-
diates, such as hypochlorous acid generated by myeloperoxidase
(Divakaran, 2006). However, in fish, little is known regarding the effect
of dietary taurine enrichment on the redox status, even though taurine
has been reported to be an indirect antioxidant by its action on osmo-
regulation and membrane stabilization (Timbrell et al., 1994; Goto
et al.,, 2001; Giirer et al., 2001; Mas et al., 2004; Takagi et al., 2005,
2008; Chesney et al., 2012). Recently, it was observed that taurine
supplement restored SOD and CAT activities and significantly reduced
lipid peroxidation of alcohol exposure in zebrafish (Rosemberg et al.,
2010).

Although, several mechanisms could be involved in reduction of
liver lipid peroxidation in totoaba fed on taurine supplemented diets,
the antioxidant role of taurine, including its action as a scavenger and
on CAT activity, needs to be addressed. Further studies are necessary
to properly elucidate the antioxidant mechanisms of totoaba juveniles
under different dietary conditions.

In conclusion, the present results show that dietary FM replacement
by SPC depressed the overall intermediary metabolism, including the
activity of key enzymes of AA catabolism and gluconeogenesis, and
induced higher hepatic lipid peroxidation. Concomitant taurine supple-
mentation restored the activity of these enzymes, increased significant-
ly the activity of G6PD and CAT and significantly reduced hepatic lipid
peroxidation. Together, these results suggest that taurine may play an
important metabolic modulation action on totoaba fed SPC based
diets, contributing to enhancement of overall metabolism and reduction
of liver oxidative damage. Further research is necessary to elucidate the
mechanism underlying the antioxidant role of taurine in totoaba, as well
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as its consequences on totoaba health status fed plant protein based
diets in long-term feeding studies.
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