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Resumen

Totoaba macdonaldi es un pez carnivoro endémico del Golfo de California, se le considera el
miembro més grande de la familia Sciaenidae y durante el Gltimo siglo su pesca desmedida a
conducido a colocar a esta especie en peligro de extincion. Su cultivo controlado desde hace
mas de 20 afios por parte de la Universidad Autonoma de Baja California ha favorecido su
repoblamiento, asi como el impulso de un comercio sustentable y legal del pez. Una de las
problematicas a las que se enfrenta actualmente la produccién acuicola a nivel mundial, es el
disefio de dietas que se adapten a las necesidades nutricionales del organismo y que no
ocasionen algun efecto perjudicial en el crecimiento y rendimiento en general.
Desafortunadamente cuando se trata de organismos carnivoros este objetivo se ve dificultado
por la utilizacion de carbohidratos que exceden sus requerimientos y dan lugar a la acumulacion
de lipidos en diversos tejidos.

Es por lo anterior que en el presente trabajo se han disefiado 5 dietas con distintas inclusiones
de los flavonoides quercetina y epicatequina (FSN 2%, QEPIB 0.25%, QEPIA 0.5%,
FSN2%QEPIB0.25% y FSN2%QEPIA0.5%) y/o fibra del agave conocida como inulina, por su
efecto probado en la regulacion de lipidos y prebiotico, con la intencién de evaluar su efecto en
los parametros de crecimiento (ganancia de peso, indice de crecimiento diario, tasa de
conversién alimenticia, tasa de eficiencia proteica, indices hepatosomatico y viscerosomatico)
asi como en la composicién proximal de distintos tejidos (pez entero, musculo, visceras e higado)
y en la actividad de enzimas asociadas a la digestion (tripsina, quimotripsina, lipasa, proteasas
alcalinas y leucina aminopeptidasa). El bioensayo se llevé a cabo en tanques con 20 peces de
peso inicial de 21.1 + 0.1 durante 56 dias. Al finalizar se encontraron pocas o nulas diferencias
significativas entre las dietas experimentales y la dieta control, lo cual es indicativo de que los
compuestos bioactivos utilizados no ejercieron un efecto negativo sobre el organismo, sin
embargo, los organismos alimentados con la dieta QEPIB lograron sobresalir (aunque sin
diferencias estadisticas) dentro de varios parametros asociados al rendimiento general del pez.
De manera que se sugiere que para seguir evaluando el efecto de la inulina y los flavonoides se
realice un estudio aumentando la cantidad carbohidratos en la dieta para observar si pueden
prevenir los efectos negativos que se han atribuido a estos nutrientes. También se sugiere
realizar el estudio por un periodo de tiempo mas grande y probar un rango mayor de
concentraciones de flavonoides e inulina. Ademas, la realizacion de técnicas como analisis
histologicos, metagendmicos y de expresion diferencial de enzimas, podrian permitir profundizar
en el conocimiento del impacto que los flavonoides y/o inulina ejercen sobre Totoaba macdonaldi.
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Abstract

Totoaba macdonaldi is a carnivorous fish endemic to the Gulf of California, it is considered the
largest member of the Sciaenidae family and during the last century its excessive fishing has led
to place this species in danger of extinction. Its cultivation under controlled conditions for more
than 20 years by the Autonomous University of Baja California has favored its repopulation, as
well as the promotion of a sustainable and legal fish trade. One of the problems that aquaculture
production is currently facing worldwide is the design of diets that adapt to the nutritional needs
of the organism and that do not cause any detrimental effect on growth and performance in
general. Unfortunately, when it comes to carnivorous organisms, this objective is hampered using
carbohydrates that exceed their requirements and lead to the accumulation of lipids in various
tissues.

It is for this reason that in the present work 5 diets have been designed with different inclusions
of the flavonoids quercetin and epicatechin (FSN 2%, QEPIB 0.25%, QEPIA 0.5%, FSN2%
QEPIB0.25% and FSN2% QEPIA0.5%) and / or agave fiber known as inulin, for its proven effect
on lipid and prebiotic regulation, with the intention of evaluating its effect on growth parameters
(weight gain, daily growth rate, feed conversion rate, protein efficiency rate, hepatosomatic and
viscerosomatic indices) as well as in the proximal composition of different tissues (whole fish,
muscle, viscera and liver) and in the activity of enzymes associated with digestion (trypsin,
chymotrypsin, lipase, alkaline proteases and leucine aminopeptidase). The bioassay was carried
out in tanks with 20 fish with an initial weight of 21.1 + 0.1 for 56 days. At the end, few or no
significant differences were found between the experimental diets and the control diet, which is
indicative that the bioactive compounds used did not exert a negative effect on the organism,
however, the organisms fed the QEPIB diet managed to stand out (although without statistical
differences) within several parameters associated with the general performance of the fish. So it
is suggested that to continue evaluating the effect of inulin and flavonoids, a study be carried out
by increasing the amount of carbohydrates in the diet to see if they can prevent the negative
effects that have been attributed to these nutrients. It is also suggested to run the study for a
longer period of time and test a greater range of flavonoid and inulin concentrations. In addition,
the performance of technigues such as histological, metagenomic and differential enzyme
expression analyzes could make it possible to deepen our understanding of the impact that
flavonoids and / or inulin have on Totoaba macdonaldi.
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1. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

Totoaba macdonaldi es un pez endémico del Golfo de California, se le considera el miembro mas
grande de la familia Sciaenidae, que incluye peces comunmente conocidos como tambores,
roncadores, corvinas y lubinas (Arvizu y Chavez, 1972). Puede alcanzar un peso de hasta 135
kg, una longitud de hasta 2 m, y vivir hasta 30 afios en su hébitat natural (Juarez et al., 2016).
Su pesca ilegal y desmedida desde principios del siglo XX ha puesto a este pez en peligro de
extincion y ha amenazado también la existencia de otra especie endémica de la region, la vaquita

marina (Phocoena sinus) (Jaramillo-Legorreta et al., 2017).

Desde hace mas de 20 afios, la Facultad de Ciencias Marinas (FCM) de la Universidad Autbnoma
de Baja California (UABC) se ha dedicado al cultivo de esta especie como estrategia para su
conservacion, ya sea para su repoblamiento o para actividad comercial (Madrid et al., 2019). Hoy
dia, la férmula para totoaba y la industria de alimentos acuicolas tiene la necesidad de formular
con contenidos altos de carbohidratos, lo que conlleva a que se desencadenen efectos no

deseables en el metabolismo del pez (Kamalam y Panserat, 2016).

Tradicionalmente, se ha recurrido a la utilizacién de harina de pescado en la formulacion de
dietas para peces marinos gracias a su alto contenido y calidad proteica y energética, y debido
a la creciente demanda, la adquisicion de esta fuente alimenticia se ha vuelto insostenible para
los ecosistemas marinos (Changing Markets y CIWF, 2019); derivado de esta situacion, se ha
recurrido por un lado a reducir la inclusién de harina de pescado en las dietas comerciales y por
otro a la utilizacion de harinas de fuentes vegetales como la soya, el maiz y el trigo por su alta
disponibilidad y contenido de proteinas (Gatlin et al., 2007), sin embargo, su presencia en la dieta
de los peces ha demostrado estar relacionada con la aparicion de dafios hepaticos e intestinales
(Bafiuelos-Vargas et al., 2014; Fuentes-Quesada et al., 2018) debido a la presencia de factores
antinutricionales (FANS), especialmente en la harina de soya, como inhibidores de proteasas,
lectinas, fitatos, saponinas, fitoestrogenos y alérgenos que pueden afectar negativamente a la
salud intestinal y crecimiento del organismo, llegando a ser téxicos (Krogdahl et al., 2010;
Pelletier et al., 2018). En adicién, aunque presentan un buen balance proteico, estas harinas
vegetales pueden carecer de ciertos aminoacidos esenciales para el correcto desarrollo del pez;
tal es el caso de la harina de soya (la mas ampliamente utilizada), con bajas o nulas

concentraciones de metionina, lisina y taurina (Salzey y Davis, 2015) ademas de que estas
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alternativas de origen vegetal pueden llegar a sobrepasar los requerimientos de carbohidratos
en peces carnivoros, que a diferencia de los animales terrestres, obtienen energia principalmente
de las proteinas, de manera que este exceso de carbohidratos se traduce en la conversion a
lipidos que se depositan y acumulan en el tejido visceral del organismo (Halver y Hardy, 2002).
Esto puede afectar el crecimiento de los peces con mayor severidad, principalmente debido a
una menor capacidad de obtener energia por medio de carbohidratos (Malcorps et al., 2019).

Trejo Escamilla et al. (2016) reportaron que el concentrado proteico de la soya (CPS) se puede
adicionar a las dietas de Totoaba macdonaldi hasta en un 45% como fuente de proteina, con
respuestas favorables en contraste con la harina de soya. Para esta inclusiéon de CPS Budi
Satriyo et al. (2016), reportaron que es necesaria una inclusién de taurina de 0.45% para la
obtencion de rendimientos adecuados. No obstante, los peces siguen presentando acumulacién
de lipidos en higado y visceras, por lo que en este trabajo se propone incorporar a la dieta de T.
macdonaldi dos flavonoides (quercetina y epicatequina) y/o inulina, por los efectos que han

evidenciado ejercer sobre el metabolismo de estos macronutrientes.
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1.2 JUSTIFICACION

En el disefio de alimentos que obedezcan a las necesidades nutrimentales de T. macdonaldi sin
representar un perjuicio para el rendimiento ni para la economia de su cultivo, la sustitucion
parcial o total de la harina de pescado por harinas de origen vegetal, especialmente del CPS, ha
representado una notable mejora en estos aspectos. Sin embargo, a pesar de los procesos de
purificacién a los que son sometidos estos ingredientes, sigue habiendo presencia de FANs y

fracciones de carbohidratos que intervienen con el 6ptimo desarrollo de la especie.

Es debido a lo anterior, que en el presente trabajo, se considera la integracién de dos
flavonoides y/o inulina a la dieta actual de T. macdonaldi, por los multiples estudios que han
servido como evidencia de los beneficios que otorgan a la salud, principalmente en humanos y
mamiferos. En el caso de los flavonoides se ha presentado un interés creciente de investigacion
debido a su capacidad para limitar el dafio oxidativo de las células, eliminar radicales libres y
prevenir enfermedades coronarias; asi como hepatoproteccion, desarrollo de actividades
antiinflamatorias y anticancerigenas, actividades antivirales potenciales, disminuciéon en la
incidencia de diabetes tipo 2 y trastornos neuromusculares (Beecher, 2003; Lee et al., 2007). Por
otro lado, la inulina al ser una fibra dietética soluble, expone efectos asociados al metabolismo
de lipidos y carbohidratos, como la reduccion de las concentraciones plasmaticas de triglicéridos
y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, por sus siglas en inglés) tanto en mamiferos como
en ciertos peces (Shoaib et al., 2016; Ahmed y Rashid, 2017; Yones et al., 2020, Zhou et al.,
2020).

De manera que es necesario evaluar en T. macdonaldi el efecto protector o preventivo
gue dichos compuestos bioactivos ejercen en sinergia sobre el rendimiento general, a través
parametros de crecimiento y bioquimicos, asi como de una digestibilidad in vitro de las dietas
elaboradas y un analisis de las enzimas que se emplean como biomarcadores de dafio hepatico,
alanin aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST). Esto dard lugar a la
generacion de conocimiento que permita un mejor aprovechamiento de los flavonoides y/o inulina
en la elaboracién de dietas para totoaba y otras especies acuicolas carnivoras de interés para la
acuicultura, contribuyendo a la produccion sustentable de organismos competentes para el

consumo humano y para el suministro al medio natural.
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1.3 HIPOTESIS

La suplementacion de dos flavonoides y/o inulina al alimento de Totoaba macdonaldi no ejerce

efectos negativos sobre el metabolismo y rendimiento general del pez.

1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de incorporar dos flavonoides y/o inulina a la elaboracion de alimento para T.
macdonaldi con el fin de conocer la respuesta en el mantenimiento de la homeostasis en tejidos

viscerales e higado y en el rendimiento general del pez.

1.4.2 Objetivos especificos

o Determinar el crecimiento de T. macdonaldi al ser alimentada con dos flavonoides y/o
inulina por su efecto probado en el mantenimiento de la homeostasis en el organismo.

e Determinar y comparar parametros fisiolégicos como peso ganado, % supervivencia,
eficiencia alimenticia, eficiencia proteica, factor de condicion (K).

e Determinar y comparar pardmetros bioquimicos que permitan la evaluacién del efecto
gue la adicién de los componentes bioactivos ejerce sobre el pez, como hematocrito,
hemoglobina, concentraciones plasmaticas de albumina, proteinas totales, triglicéridos,
colesterol y glucosa.

e Evaluar digestibilidad del pez a través de andlisis de actividad enzimatica (tripsina,
guimotripsina, lipasa, proteasas alcalinas y leucina aminopeptidasa)
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2. MARCO TEORICO
2.1 Aspectos generales de T. macdonaldi

Como ya se ha mencionado anteriormente, T. macdonaldi es una especie perteneciente a la
familia Sciaenidae (familia de las corvinas), cuyos miembros son llamados habitualmente
‘roncadores” o “tambores” debido al sonido que producen gracias sus vejigas natatorias como
una forma de localizacién (Cérdenas, 2012). Se encuentra exclusivamente en el Golfo de
California desde la desembocadura del rio Colorado hasta el rio Fuerte, Sinaloa, en la costa
oriental y del rio Colorado a Bahia del Coyote, en Bahia Concepcién, Baja California, en la costa
occidental (Arvizu y Chavez, 1972). Estos peces son depredadores generalistas y comen peces
e invertebrados bentdnicos, crustaceos e incluso moluscos de caparazén duro (Hastings et al.,
2014).

Figura 1. Totoaba macdonaldi cultivada en las instalaciones de la Unidad de Biotecnologia en
Piscicultura (UBP) de la FCM de la UABC. Foto tomada por Lus Lopez.

La siguiente figura muestra parte de los 6rganos observados en T. macdonaldi tras realizar una
diseccién, como parte de una biometria realizada en la FCM de la UABC:

Figura 2. Visualizacién de 6rganos de un ejemplar de Totoaba macdonaldi

Ciegos pil6ricos
Corazén
Estobmago
Higado
Intestino

Vejiga natatoria
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2.2 Situacion actual de T. macdonaldi en su habitat

En el golfo de California, T. macdonaldi representa una especie endémica, lo que
permitiria su reproduccion natural en éptimas condiciones, sin embargo, desde 1975, debido a
su sobreexplotaciéon e impactos antropogénicos en su entorno natural, T. macdonaldi ha sido
incluida en la lista de especies en peligro de extincion de la Convencion sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Flora y Fauna Silvestres conforme a la Norma Oficial
Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010.

En la actualidad, lamentablemente parte de la problematica con la comercializacion ilegal
se relaciona con la propia fisiologia del pez, ya que este cuenta con una vejiga natatoria conocida
también como buche, que es un érgano lleno de gas que se encuentra en la mayoria de los peces
vertebrados y que les confiere la capacidad de regular su flotabilidad (Grom, 2015). Este érgano
es altamente apreciado en China debido a sus supuestos efectos medicinales y afrodisiacos
(Heckel et al., 2018). Por lo anterior, se ha establecido un comercio lucrativo entre mexicanos y
chinos, donde los precios de vejiga seca de T. macdonaldi pueden exceder los 20,000 ddlares
por kg (EIA, 2019; Juarez et al., 2016), ante lo cual, las regulaciones implementadas por las
autoridades mexicanas han resultado poco eficientes (Juarez et al., 2016), pero de gran impacto
para la economia de la comunidad pesquera del estado que se ha visto afectada, asi como el

namero de ejemplares apresurando su extincion.

2.2.1 Proyectos de cautiverio para T. macdonaldi
Actualmente, en México son tres los grandes centros reproductores de T. macdonaldi: UABC, el
Instituto de Acuacultura del Estado de Sonora (IAES) y el laboratorio comercial de Earth Ocean
Farms (EOF) (Comision Nacional de Acuaculturay Pesca [CONAPESCA], 2017).
Fue la UABC campus Ensenada la que dio lugar en 1993 a la planeacién de un programa para
el cultivo de esta especie, siendo en 1998 cuando se pudo llevar a cabo su reproduccion en
cautiverio por primera vez, dando origen a la instalacién de una UBP (True, 2012).
Después, en 2012, se le otorgd al IAES una Unidad de Manejo Ambiental (UMA) dentro del
Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora (CREMES), ubicado en Bahia
Kino, con fines de investigacion, reproduccion, aprovechamiento extractivo y repoblacion.
Finalmente, el EOF comenz6 a operar en 2015, en La Paz, Baja California Sur llevando a cabo
un plan de repoblamiento de la especie en conjunto con la Direccion de Vida Silvestre de la
SEMARNAT por un lado y por otro, se ha dedicado a su cultivo sustentable, llevando a cabo su

comercializacion nacional de manera legal.
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2.3 Laimportancia de la dieta de la T. macdonaldi en cautiverio

Como se mencion6 anteriormente, al ser un pez carnivoro, sus requerimientos dietéticos
son altos en proteinas (Rueda-Lépez et al. 2011) y dado que es necesario encontrar un equilibrio
entre los costos y los beneficios -alimentarios para lograr el éxito en el cultivo de cualquier
especie, el reemplazo de la harina de pescado en las dietas para T. macdonaldi es actualmente
uno de los principales desafios debido a la insostenibilidad que representa su utilizacion (Lépez
et al., 2015). Durante su cultivo se ha recurrido a la formulacién de alimentos con harinas a base
de diversos ingredientes, Badillo Zapata et al. (2016) por ejemplo, demostraron que es posible
utilizar hasta un 67% de harina de subproductos avicolas, aunque con su incremento disminuia
el contenido de lisina. Las harinas vegetales son las que han tomado mayor relevancia en su
estudio, siendo las de soya las que se utilizan en mayor medida (Bafiuelos-Vargas et al., 2014;
Fuentes-Quesada et al., 2018; Lépez et al., 2015). Trejo Escamilla (2016) y Espinoza Acevedo
(2017) evidenciaron que el uso de CPS disminuye gradualmente los efectos negativos de este e

comparacion con la harina entera de soya.

Si bien la utilizacién de alimentos derivados de fuentes vegetales ha resultado ser una
alternativa prometedora, existen desventajas debido a que su perfil de aminoacidos difiere del
gue presenta la harina de pescado, con una carencia de taurina, que es un importante precursor
en la formacién de la bilis, ademas de brindar estabilidad a las membranas de los eritrocitos, por
lo que su ausencia puede desencadenar la extravasacion de la biliverdina hepatopancreatica,
dando como resultado un higado con coloracion verdosa, el “sindrome del higado verde” (Takagi
et al., 2006). De manera que es un modulador importante del metabolismo intermedio del higado
cuando esta presente al 1% en las dietas (Salze y Davis, 2015). Ademas, este tipo de
ingredientes presentan baja digestibilidad y palatabilidad, y FANs que pueden alterar la condicion
fisiologica y el crecimiento de los organismos carnivoros (dafio de la integridad de la mucosa
intestinal, disminucién de las enzimas pancredticas, pérdida de nitrégeno en las heces,
supresores de la hormona tiroidea, menor absorcibn de minerales, palatabilidad reducida,
supresion del sistema inmune y dafio hepatico) (Krogdahl et al. 2010). Todo lo anterior aunado a
la pobre digestibilidad de carbohidratos mencionada anteriormente, de la cual se deriva la

problematica de la acumulacion lipidica en visceras.
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2.3.1 El metabolismo de carbohidratos en T. macdonaldi
Al igual que el resto de los peces carnivoros, tiene una habilidad limitada para obtener energia a
través de los carbohidratos, por lo que sus requerimientos energéticos se cumplen en mayor
medida con el consumo de proteinas y lipidos (Halver y Hardy, 2002); de manera que el exceso
de carbohidratos conduce a la sintesis de lipidos que se van almacenando en el higado, dando
como resultado esteatosis hepética y una acumulacién excesiva en el resto de las visceras (True,
2012). De hecho, Halver y Hardy (2002) sefialan que la ingesta dietética de lipidos preformados
conduce a una muy buena eficiencia de su utilizacion, mientras que la sintesis de novo de lipidos

a partir de carbohidratos dietéticos conduce a una eficiencia menor.

En peces, los organismos con habitos alimenticios carnivoros presentan estbmagos mas amplios
gue permiten una mejor degradacion de las proteinas y parte de los lipidos gracias a la presencia
de proteasas y lipasas; por otro lado sus intestinos son de un menor tamario, lo que se traduce
en un menor tiempo de transito de los nutrientes, y si bien esto no supone gran problema para
los lipidos que ya han sido hidrolizados en el estbmago y al llegar a la porcion intestinal se
encuentran listos para su absorcién, en el caso de los carbohidratos representa un obstaculo ya
gue generalmente los peces carnivoros no cuentan con las enzimas necesarias para utilizarlos
como fuente energética. En todo caso es en gran medida la microbiota la que suele encargarse
del catabolismo de los carbohidratos, sin embargo, la longitud del intestino sigue siendo una
limitante (Halver y Hardy, 2002).

Por otro lado, los organismos disefiados para asimilar de una mejor manera los alimentos de
origen vegetal y, por lo tanto, los carbohidratos, tendran estomagos mas pequefios e incluso
inexistentes, mientras sus intestinos presentaran longitudes mayores que por lo tanto permitiran
gue los nutrientes permanezcan mas tiempo para que la microbiota, la cual también es mas
abundante en este caso, pueda encargarse de su digestion. La Figura 2 esquematiza las
diferencias fisiol6gicas entre los distintos tipos de sistemas digestivos encontrados en los peces,

en funcion de sus requerimientos nutricionales.
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Figura 3. Diagrama de las configuraciones digestivas tipicas en peces (Halver y Hardy, 2002)

Donde:

a) Carnivoro con estdmago en forma de “y” (configuracién que presenta T. macdonaldi)
b) Omnivoro con énfasis en la alimentacion de origen animal. Estbmago en forma de bolsa.
¢) Omnivoro con énfasis en la alimentacién de origen vegetal. Estbmago ausente.

d) Herbivoro. Estbmago tabular con molleja muscular.

2.3.2 Ventajas de la utilizacién de harina de soya

Dado que los elevados niveles de harina y aceite de pescado necesarios para cubrir las
necesidades dietéticas de la totoaba de cultivo han resultado en altos costos de alimentacion, las
inclusiones parciales o totales de CPS a la dieta del pez han hecho frente a esta situacion. Este
tipo de proteina es considerada de muy alta calidad ya que contiene un buen balance de
aminoacidos y produce mejores resultados que el resto de fuentes proteicas alternativas en el

rendimiento de los peces (Dersjant-Li, 2002).

La Tabla 1 muestra el contenido de aminoécidos (g 100g proteina®), asi como el
porcentaje de digestibilidad verdadera que se puede encontrar en la soya, segun el tratamiento

al que se someta:
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Tabla 1. Contenido de aminoacidos en distintas proteinas de soya. (Modificada de Thrane et

al., 2017).
Andlisis APS CPS Harina de soya
Alanina 4.3 4.4 4.4
Arginina 8.5 7.8 7.3
Aspartato 12.4 11.6 11.9
Cisteina 1.3 1.5 1.5
Glutamato 19.6 18.9 18.3
Glicina 4.2 4.3 4.4
Histidina 2.6 2.5 25
Isoleucina 4.9 4.6 4.6
Leucina 8.2 7.9 7.7
Lisina 6.4 6.5 6.3
Metionina 1.3 1.4 1.3
Fenilalanina 5.2 5.0 4.9
Prolina 5.2 5.3 55
Serina 5.1 5.2 5.5
Treonina 3.7 4.0 4.1
Triptéfano 1.4 13 14
Tirosina 3.9 3.7 3.6
Valina 5.1 5.0 4.7
Metionina + Cisteina 2.6 3.0 2.8
Fenilalanina + Tirosina 9.2 8.8 8.5
Digestibilidad verdadera 97% 95% 84%

2.3.3 Importancia de la integracion de los flavonoides a la dieta

Los flavonoides consisten en un gran grupo de compuestos polifendlicos que tienen una
estructura de benzo-y-pirona y se encuentran ubicuamente presentes en las plantas, las cuales
los sintetizan en respuesta a la infeccibn microbiana (Mahomoodally et al., 2005). Son
reconocidos por su fuerte capacidad antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena y
hepatoprotectora, asi como su capacidad de disminuir o regular los niveles séricos de glucosa y
colesterol (Lee et al., 2007). Centrandonos en el tema de hepatoproteccion, se ha descubierto
gue los flavonoides tienen efectos positivos sobre el metabolismo de los lipidos, la resistencia a
la insulina, la inflamacion y el estrés oxidativo: vias fisiopatologicas importantes en la enfermedad
del higado graso no alcohdlico (Van De Wier et al., 2017). Quimicamente los flavonoides se
basan en un esqueleto de quince carbonos que consiste en dos anillos de benceno (Ay B, como
se muestra en la Figura 1) unidos a través de un anillo de pireno heterociclico (C). Se pueden
dividir en una variedad de clases tales como flavonas (flavona, apigenina y luteolina), flavonoles
(quercetina, kaempferol, miricetina y fisetina), flavanonas (flavanona, hesperetin y naringenina),

entre otros. Estas clases difieren en el nivel de oxidacién y el patrén de sustitucion del anillo C,
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mientras que los compuestos individuales dentro de una clase difieren en el patron de sustitucion
de los anillos Ay B (Heim et al., 2002; Middleton, 1998).

Figura 4. Estructura basica de los flavonoides

La mayoria de los flavonoides estan presentes en la naturaleza como glucésidos y otros
conjugados (los flavanoles son una excepcién), lo que contribuye a su complejidad y al gran
ndamero de moléculas individuales que se han identificado (mé&s de 5000) (Beecher, 2003).
Muchos flavonoides se reconocen facilmente como pigmentos florales en la mayoria de las
familias de angiospermas. Sin embargo, su apariciébn no se limita a las flores sino que se
encuentran en todas las partes de las plantas (Dewick, 2009). Los flavonoides también se
encuentran abundantemente en alimentos y bebidas de origen vegetal, como frutas, verduras,
té, cacao y vino; por lo tanto, se denominan flavonoides dietéticos. Las diversas clases en las
gue se dividen los flavonoides tienen fuentes principales Unicas. Por ejemplo, las cebollas y el té
son las principales fuentes dietéticas de flavonoles y flavonas. Por lo anterior, los polifenoles
vegetales mas comunes y que se obtienen en mayor cantidad de la dieta diaria son de origen
vegetal (Chun et al., 2007). Sin embargo, la ineficiente administracién sistémica y la pobre
biodisponibilidad oral de estos compuestos polifendlicos bioactivos han limitado en gran medida
sus aplicaciones a los humanos (Siddiqui et al., 2009). Algunos de los problemas que se
presentan al desarrollar nuevas alternativas en las que se puedan tomar los beneficios de estos
compuestos y que favorezcan la salud del ser humano han sido: baja solubilidad, inestabilidad
en las condiciones encontradas en el tracto gastrointestinal (pH, enzimas, presencia de otros

nutrientes), tiempo de residencia gastrica insuficiente y la dificultad de que muchos polifenoles
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se difundan a través de las células a través de las membranas celulares de la bicapa lipidica
(Heleno et al., 2015; Li et al., 2015).

2.3.3.1 Generalidades de la quercetina

La quercetina es uno de los flavonoides mas abundantes; se encuentra en una gran
variedad de frutas y verduras, principalmente en aquellas de hoja verde, té negro, arandanos,
cebolla, grosella negra, nuez, manzana, uva roja y apio (Dmitrienko et al., 2012). Se clasifica
como flavonol, una de las seis subclases de compuestos flavonoides y es un inhibidor de
transporte de auxina polar de origen natural (Li et al., 2016). -Es de color amarillo y es poco
soluble en agua caliente, bastante soluble en alcohol y lipidos e insoluble en agua fria. Debido a
las cuestiones de poca solubilidad en agua anteriormente mencionadas, resulta dificil su
incorporacion para la realizacion de alimentos, por lo que, entre las alternativas que se han
investigado, la nanoencapsulacion ha resultado favorecedora para estos efectos (Chavez-
Santoscoy et al., 2016; Lesjak et al., 2018; Lin y Zhou, 2018).

Figura 5. Estructura de la quercetina
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La evidencia sefiala que la quercetina ejerce efectos antioxidantes, antiinflamatorios,
antimicrobianos, antivirales, anticancerigenos, cardioprotectores, neuroprotectores 'y
hepatoprotectores (Abdel-Hamid et al., 2016; Gruse et al., 2015; Kale et al., 2018; Veldzquez et
al., 2014). Se dice que la quercetina es uno de los bioflavonoides méas utilizados para el

tratamiento de trastornos metabdlicos e inflamatorios (Lakhanpal y Rai, 2007).

Marcolin et al. (2013) administraron quercetina durante 4 semanas a grupos de 16 ratones con

higado graso inducido y obtuvieron como resultado una inhibicién en la acumulacién de lipidos
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en el higado, disminucién de las enzimas AST y ALT, asi como de dafio al ADN, concluyendo
gue los efectos protectores de la quercetina estan mediados por la mejora de la integridad del
higado. Jung et al. (2013), suplementaron quercetina durante 9 semanas a ratones C57B1/6
sometidos a una dieta alta en grasas y lograron disminuir los niveles de lipidos en suero, el peso
corporal, peso de higado y peso de tejido adiposo blanco mediante la regulacién de varios genes
relacionados con el metabolismo de los lipidos. Panchal et al. (2012) -trataron grupos de 10 ratas
con quercetina durante las Ultimas 8 semanas de un periodo de 16 semanas de una dieta rica en
grasas y determinaron que la grasa abdominal se reducia al igual que la esteatosis hepdtica; la
guercetina evito la infiltracion de células inflamatorias en el higado y redujo la fibrosis portal junto
con mejoras en la funcién hepatica ademas de que aumenté la expresion de CPT1, un regulador

de la oxidacion de acidos grasos en el higado, llevando a la atenuacion de la esteatosis.
2.3.3.2 Generalidades de la (-)-epicatequina

La epicatequina es un flavonoide el tipo flavanol que ha demostrado tener diversos
beneficios para la salud (Prakash et al., 2019). Se encuentra principalmente en el cacao, té verde
y té negro, que es la bebida mayormente consumida mundialmente. Ademas, también puede ser
encontrada en manzanas, naranjas, peras, uvas negras, moras, cerezas, frambuesas, vino tinto
y chocolate (de Pascual-Teresa et al., 2000; Xu et al., 2004). Entre sus principales actividades
biolégicas se encuentran la actividad antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, antitumoral,
cardioprotectora y anticancerigena (Li et al., 2014). Al igual que la quercetina y el resto de los
flavonoides, debido a su baja biodisponibildiad resulta dificil incorporarla a alimentos, sin
embargo se ha demostrado que el uso de la nanotecnologia ha sido util para hacer frente a este
problema, incrementado la efectividad de las actividades biol6gicas que ejerce sobre el
organismo (Fraga y Oteiza, 2011; Monika et al., 2017).

Figura 6. Estructura de la (-)-epicatequina
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En un estudio realizado por Cheng et al. (2017) con cinco grupos de 12 ratas con hiperlipidemia
inducida, a los cuales se le administrd epicatequina a diferentes dosis durante 12 semanas y se
obtuvo como resultado una reduccion significativa de colesterol total, colesterol LDL y
triglicéridos, alivio en la acumulacion de grasa en el higado y aumento del colesterol HDL
(colesterol bueno). Ademas, se redujo la peroxidacion lipidica, se inhibieron las citocinas
proinflamatorias y se redujeron los niveles de AST y ALT en suero. Eleonora Cremonini et al.
(2018) demostraron que al suplementar (-)-epicatequina (2 a 20 mg /kg= de peso corporal) a la
dieta de ratones machos C57BL/6J con obesidad, esteatosis y resistencia a insulina inducidas
durante 15 semanas, se pudieron mitigar los efectos adversos asociados a estas condiciones,
como el aumento de la permeabilidad intestinal, disminucién en la expresion de proteinas de
uniénes estrechas del ileon y endotoxemia. La (-)-epicatequina actué modulando las sefiales
celulares y la hormona intestinal GLP-2, que son fundamentales para la regulacion de la

permeabilidad intestinal.

Cordero-Herrera et al. (2015) administraron una dieta enriquecida con cocoa en ratas macho
Zucker con diabetes tipo 2 durante 9 semanas y se encontré una reduccién en el aumento de
peso corporal y una mejora en los niveles de lipidos en sangre y hepéticos. De manera similar,
la epicatequina de cocoa mejor6 los niveles alterados de lipidos en células HepG2 expuestas a
cantidades elevadas de glucosa. Los autores relacionaron el efecto reductor de lipidos con una
disminucién en la sintesis de acidos grasos (regulacion negativa de SREBP-1c y acido graso
sintasa) y un incremento en la oxidacion de &cidos grasos (Regulacion positiva de PPAR-a).
Estos efectos dependen de la cinasa activada por AMP (AMPK), proteina cinasa B (AKT) y
proteina cinasa C (PKC)-{, cuyos niveles fosforilados volvieron a valores control tras la

administracion de cocoa o (-)-epicatequina.

Se ha reportado que tanto quercetina como epicatequina disminuyen la sintesis de acidos grasos
y contribuyen al descenso de los niveles de lipidos en el organismo mediante la regulacién
negativa de la fosfatasa 2C (PP2C), lo cual activa a la proteina cinasa activada por AMP (AMPK)
que a su vez fosforila receptores nucleares implicados en la B-oxidacion de los acidos grasos y
también mediante fosforilacion inhibe la actividad de aquellos implicados en la lipogénesis
(Gutiérrez-Salmean et al., 2014; Hoek-van den Hil et al., 2013; Jung et al., 2013; Lu et al., 2010;
Si et al., 2019). La activacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) inhibe la sintesis
de acidos grasos hepaticos al suprimir la proteina de unién a elementos reguladores de esteroles
(SREBP) -1c, un regulador maestro de la expresion de genes lipogénicos hepaticos (Yap et al.,

2011). La AMPK estimula la activacion de los receptores activados por el proliferador de
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peroxisomas (PPAR), los cuales son factores de transcripcion nuclear que controlan la expresion
de ARNm de numerosos genes implicados en el metabolismo energético, como la oxidacion de
acidos grasos y la disminucion del nivel de lipidos circulantes, contribuyendo a el transporte
inverso del colesterol mediado por HDL, las lipoproteinas de alta densidad transportadoras de

colesterol también conocidas como “colesterol bueno” (Goto et al., 2011; Rigano et al., 2017).

2.3.3.3 Laintegracion de quercetinay (-) -epicatequina en la dieta de los
organismos acuicolas

Son mudltiples los estudios que se han realizado sobre quercetina en materia de acuicultura,
demostrando que puede presentar efectos positivos como antioxidante en el almacenamiento de
aceite de pescado (Nieto et al., 1993). Plakas et al. (1985) evidenciaron que la quercetina no es
toxica para la trucha arcoiris (Salmo gairdneri) cuando se administré a tres réplicas de taques
con 14 peces cada uno durante 8 meses al 1 y 5%. Park et al. (2009) reportaron que tras la
administracion de quercetina 1% durante 15 semanas a la dieta de tilapia del nilo (Oreochromis
nilloticus), esta es absorbida y depositada principalmente en forma de aglicona en el cuerpo
después de la absorcion, dando como resultado una disminucién en los lipidos favorable para el
pez. Posteriormente, Zhai y Liu (2013) demostraron que mejora el crecimiento e inmunidad de la
tilapia (Oreochromis spp.), ademas de que reduce el contenido de lipidos al disminuir el colesterol
LDL y aumentar el colesterol HDL, cuando se compar6 el grupo control con grupos alimentados
con 0.02 y 0.04% de quercetina a grupos de 20 peces durante 7 semanas.

En cuanto a epicatequina Kesbic¢ y Yigit (2019) Sometieron un extracto de semilla de uva a un
proceso térmico, el cual consistié en exponer dicho extracto a una temperatura de 120°C y una
humedad del 98% durante 15 minutos, lo cual aument6 el tamafio del granulo (En una reaccién
guimica, conocida como "reaccidon de Maillard", los aminoacidos y los azlcares reductores
reaccionan durante el proceso térmico para formar compuestos aromaticos) y posteriormente se
cuantificd el contenido de epicatequina mediante HPCL, donde se utiliz6 una columna de fase
inversa y a su vez se utilizaron agua y metanol como fases méviles; La elucion se realizé a un
caudal de disolvente de 0.6 ml min. La identificacion se realiz6 usando un detector de matriz de
fotodiodos y se obtuvieron cromatogramas a 280 nm. Durante los analisis, la temperatura de la
columna se establecié en 40°C y el volumen de inyeccion de la muestra fue de 20 yL, dando
como resultado una cantidad de epicatequina del1.156 mg L. Esto mejoré la actividad de la
epicatequina sobre ejemplares de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentados durante
90 dias, dando mayores rendimientos de crecimiento a inclusiones de 1.05%. Yuan et al. (2019)
reportaron que la epicatequina es eficaz para reducir las sustancias reactivas al acido

tiobarbiturico inducidas por la oxidacion de lipidos en el aceite de pescado, interrumpiendo la
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formacion de pigmentos similares a lipofuscina, carbonilacion de proteinas y productos finales de
oxidacion lipidica avanzada relacionados con malondialdehido. Nakagawa et al. (2000)
incorporaron durante 41 dias, granulos secos con 1% de Teaflan, los cuales a su vez contenian
60% de catequina dietética (isémero de la epicatequina) a la alimentacion del pargo japonés
(Pagrus major), obteniendo un aumento significativo en las concentraciones totales de ascorbato
en el suero y el higado en los grupos alimentados con catequina en relacion con el control asi
como una disminucién en los niveles de acidos grasos no esterificados y lipidos totales en suero,
ademas de una notable depresion de los lipidos del higado. Los contenidos de carnitina libre
hepatica y acilcarnitina de cadena larga fueron marcadamente mas altos y la fraccion de
colageno insoluble (no soluble a 70°C) fue mayor, mejorando asi el metabolismo de la vitamina
C. Lo anterior conduce a una mejora y elevacion del crecimiento, la eficiencia alimentaria, los

componentes corporales, la respuesta al estrés y la resistencia a enfermedades.
2.3.3.4 Laimportancia de la integracion prebidticos en la dieta.

Los prebidticos son descritos por la Asociacion Cientifica Internacional de Probioticos vy
Prebidticos (ISAPP, por sus siglas en inglés) como sustratos que son utilizados selectivamente
por microorganismos huéspedes que confieren un beneficio para la salud (Gibson et al., 2017).
Los aspectos clave de los prebiéticos son que el hospedero no cuenta con la capacidad de
digerirlos y que benefician la salud del individuo gracias a su influencia positiva sobre los

microbios beneficiosos nativos (WGO, 2017).

Muchas fibras dietéticas, especialmente las fibras solubles, exhiben alguna actividad prebidtica;
sin embargo, los compuestos sin fibra no estan excluidos de ser clasificados como prebidticos,

asumiendo que cumplen los criterios funcionales requeridos.

Los oligosacaridos no digeribles (OND) que son propiamente considerados prebidticos con base
en evidencias cientificas robustas son: inulina, frutcto-oligosacaridos (FOS), galacto-

oligosacaridos (GOS).

Otros OND que son considerados candidatos al satisfacer algunos, pero no todos los criterios
para ser considerados prebioticos son: arabinoxilano, almidén resistente, polidextrosa, isomalto-
oligosacaridos (IMOS), xilo-oligosacaridos (XOS), oligosacaridos de la leche humana (HMO) y

gluco-oligosacéridos

2.3.3.5 La Inulina como opcién de prebioético
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La inulina es un polisacarido soluble de reserva de las plantas que se encuentra principalmente
en aquellas pertenecientes al orden asterales como achicoria, alcachofa de Jerusalén y dalia,
aunque también se puede encontrar en ajo, raiz de esparragos, salsifi, raiz de diente de ledn,

cebolla, platano, trigo, centeno y cebada (Mensink et al., 2015).

La inulina presenta una estructura formada por un numero variable unidades de fructosa
(polisacarido del tipo fructano), unidas por enlace B-(2—1), normalmente terminadas en una
unidad de glucosa unida a través de un enlace a-D-glucopiranosil (1—2), formando una molécula
de sacarosa (Apolinario y col., 2014). Este tipo de enlaces, junto a la configuracion B del C2
anomérico que exhibe la inulina, hacen que sea indigerible en el intestino delgado al ser
resistente a la hidrélisis por enzimas digestivas que tienen especificidad por enlaces a-
glicosidicos y de esta manera pasa intacta en su recorrido por el tracto gastrointestinal hasta el
colon, donde es totalmente hidrolizada y fermentada por microbiota selectiva como
bifidobacterias y lactobacilos (Karimi, Azizi, Ghasemlou y Vaziri, 2015); ademas, este tipo de
enlaces también son responsables de su bajo valor cal6rico a lo largo de su comportamiento
como fibra dietética (Shoaib et al., 2016).

Figura 7. Estructura de la Inulina

OH OH

Tiene cadenas que incorporan de 2 a 100 unidades de fructosa cuya longitud dependera de la

especie, la fase en su ciclo de vida, la fecha de recoleccion y los procedimientos de extraccion y
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Segun el grado de polimerizacion (GP), se hace una distincion estricta entre la inulina de origen
vegetal y de origen microbiano. El GP de la inulina en una planta es bastante bajo (méximo 200),
mientras que la inulina bacteriana tiene un GP muy alto, puede alcanzar los 100 000 o méas
unidades de fructosa, por otra parte, esta inulina se encuentra muy ramificada (= 15%). En la
inulina de origen vegetal, las unidades de fructosa enlazadas a la glucosa terminal pueden variar
desde algunas unidades hasta 70, lo que significa que la inulina es una mezcla de oligdmeros y

polimeros, definiéndose como un polifructano con un GP mayor a 30 unidades.

Las propiedades fisicoguimicas de la inulina estan estrechamente relacionadas con su GP, asi
como, con la presencia de ramificaciones. La fraccion de cadena corta, oligofructosa, tiende a
presentar una solubilidad mas alta y con un caracteristico sabor mas dulce, que la inulina nativa,
mientras que la fraccién de cadena larga es menos soluble, mas viscosa y termoestable que la
inulina nativa (Apolinario et al., 2014). La solubilidad de la inulina en agua aumenta notablemente
con la temperatura, observdndose solubilidades casi nulas a 25°C y alcanzando
aproximadamente el 35% a 90°C. (Mudannayake et al., 2015). Partes de la estructura molecular,
especificamente los grupos hidroxilo, son mas capaces de interactuar con el agua que otras
partes. Esto proporciona a la inulina cierto caracter tensioactivo y es capaz de formar geles
estables con agua en concentraciones de 13-50%. Las propiedades gelificantes para inulina de
achicoria estandar e inulina de cadena larga pueden ser mayores del 25y 15%, respectivamente
(Davis, 2017). Sin embargo, la estabilidad quimica de la inulina disminuye en entornos acidos a
pH < 4 debido al tiempo de calentamiento y al aumento de temperatura, limitando asi las
aplicaciones de inulina en alimentos acidos, especialmente calentados a temperaturas

superiores a 60°C (Oztiirk y Serdaroglu, 2017).

Una vez que es metabolizada por la microbiota selectiva del colon, da lugar a la produccién de
acidos grasos de cadena corta (AGCC) (acetato, butirato y propionato), los cuales ejercen efectos
benéficos sobre el metabolismo de los lipidos, al actuar como sustratos de los acidos grasos e
impedir la lipogénesis. Zhu et al. (2019) administraron durante 10 semanas una dieta alta en
grasas con inulina 1g kg™ de peso corporal a grupos de 10 ratones y encontraron una reduccion
del peso de los ratones obesos en las semanas 6-9, ademas otro grupo de ratones alimentados
con inclusiones de inulina de 5 g kg de peso corporal presenté una actividad notablemente
mayor de la glutation peroxidasa en higado, ademas de aumentar la abundancia de bacterias
benéficas como Alistipe, Akkermansia, Bacteroidales_S24-7, Erysipelotrichaceae y Lactobacillus

en el colon.
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Hiel et al. (2018) administraron durante 4 semanas a 18 ratones C57BL/6J de 9 semanas de
edad una dieta occidental (45% kcal de grasa) y posteriormente dividieron ese grupo en un grupo
sin y otro con suplementacion de inulina nativa 0.2 g dia™® por ratén en el agua potable durante 2
semanas. Posteriormente, realizaron una prueba de tolerancia a los lipidos y evaluaron la
concentracion de triglicéridos y acidos grasos libres durante 4 h. La suplementacién con inulina
en la dieta occidental condujo a una mejora significativa de la hipertrigliceridemia, sin embargo,
no influy6é significativamente en la concentracion de acidos grasos libres. Lo mecanismos
implicados incluyeron una mejora potencial de la sensibilidad a los lipidos en el yeyuno y un

aumento en la excrecién de lipidos fecales.

Nishimura et al. (2015) realizaron un estudio aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo,
sobre el efecto de un extracto de raiz de achicoria el cual contenia inulina en 47 adultos sanos
durante 4 semanas. Los individuos se dividieron en un grupo de prueba que consumio extracto
de raiz de achicoria y un grupo placebo (300 ml diarios). Aunque no se observaron diferencias
significativas en la glucosa plasmética en ayunas o en la insulina, se encontré que la hemoglobina
Alc disminuia al ingerir el extracto de raiz de achicoria, ademas, en este grupo el nivel de
adiponectina mejoro significativamente cuando se compararon los valores iniciales y posteriores

a la intervencion.

Adivina et al. (2015) realizaron un ensayo de control paralelo, doble ciego, en el cual, 44 sujetos
con prediabetes y un indice de masa corporal inicial de 25-35 kg/m? fueron aleatorizados para
recibir suplementos de 30 g dia?® de inulina o celulosa control durante 18 semanas. Los
suplementos se administraron en sobres de 10 g tres veces al dia con alimentos o bebidas.
Ambos grupos perdieron aproximadamente el 5% de su peso corporal en la semana nueve, pero
el grupo de inulina perdié significativamente mas peso entre las 9 y 18 semanas. Aquellos sujetos
gue tomaban inulina tenian menor contenido de grasa hepatica y del musculo séleo a las 18
semanas en comparacion con el control, incluso después de controlar la pérdida de peso. La
glucosa en ayunas disminuy0 significativamente en la semana nueve y las concentraciones de

insulina no cambiaron.

2.3.3.6 La integracion de inulina y otros prebidticos en la dieta de los organismos

acuicolas.

A pesar de los posibles beneficios para la salud y el rendimiento que se observan en varios
animales terrestres, el uso de prebidticos en la cria de peces y mariscos ha sido investigado en

menor medida. Los estudios de prebiéticos en organismos acuicolas por lo general evaltan el
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efecto sobre el crecimiento, conversion alimenticia, microbiota intestinal, dafio/morfologia celular,
resistencia contra bacterias patdgenas y pardmetros inmunes innatos como la actividad de
lisozima, actividad natural de hemaglutinacién, estallido respiratorio, actividad superédxido
dismutasa y actividad fagocitica (Ringg et al., 2010).

Enciso Contreras (2016) elabor6 dietas para T. macdonaldi con distintos prebiéticos: inulina 1%,
B-glucano 0.1% y quitosano 0.5%, administrandolas durante 56 dias a tanques con 15 juveniles
con un peso promedio de 58.8 g, dando como resultado un incremento en el porcentaje de
cenizas del tejido muscular tratado con B-glucano. Por otro lado, se registr6 un aumento
significativo en la digestibilidad de la dieta con inclusion de inulina asociado al incremento de las

enzimas tripsina y lipasa.

Gonzalez-Félix et al. (2018) reportaron que con inclusiones de 11x10° UFC/Kg y 2% de una
combinacién del probiético Aquablend® con el prebiético GroBiotic®-A, respectivamente, a la
dieta de T. macdonaldi durante 109 dias, varias especies de Bacillus logran colonizar
exitosamente el tracto intestinal del pez y aunque no se encontraron diferencias significativas en
el crecimiento, debido al tamafio de los ejemplares o0 a que los bajos niveles de inclusion, se sabe
gue Bacillus mejora la actividad de enzimas digestivas, la respuesta del sistema inmunitario y la

tasa de supervivencia.

Fuentes-Quesada et al. (2020), adicionaron agavina al 2% a dietas con inclusién de harina de
soya para T. macdonaldi y tras alimentar 5 juveniles por tanque durante 44 dias obtuvieron como
resultado un mayor rendimiento en el crecimiento del pez y una contribuciébn a revertir
alteraciones histolégicas provocadas por la harina de soya tanto en el intestino como en el
higado, pudiendo cambiar la estructura de la microbiota al promover el crecimiento de bacterias
gue tienen la capacidad de fijar el nitrdgeno y de esta manera mejoran la relacion de eficiencia

de proteinas.

En un estudio realizado por Yones et al. (2020), se suplementd inulina a una dosis baja (0.25%)
a la dieta de alevines del pez tilapia del nilo (Oreochromis Niloticus) durante 90 dias, obteniendo
mejoras en el rendimiento de crecimiento, asi como en los indices inmunohematol6gicos y en la

estructura del higado y el bazo.

Li et al. (2020), reportaron que al incluir 0.2 y 0.4% de inulina a las dietas de postlarvas de
camarén blanco del pacifico (Litopenaeus vannamei) durante 60 dias en tanques con 35
ejemplares, se exhibe un peso final, una ganancia de peso y una tasa de crecimiento especifica

significativamente més altos que en los camarones alimentados con una dieta de control.
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Ademas de presentar un indice hepatosomético significativamente reducido, la actividad de
superoxido dismutasa de la amilasa intestinal y del hepatopancreas en el grupo de inulina al 0.4%
fue mayor que en el grupo de control; las actividades de fosfatasa &cida y fenol oxidasa del
hepatopancreas aumentaron significativamente en el grupo de inulina al 0.2 y al 0.4%,
respectivamente y en estas mismas dietas los camarones redujeron el estrés oxidativo del
hepatopancreas aumentando la actividad de la catalasa y disminuyendo el contenido de

malondialdehido .

Hunt et al. (2019) alimentaron durante 60 dias a tanques con 15 ejemplares de truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) con dietas que contenian 1 y 2% de inulina. Al final del estudio, se
observo la tasa de supervivencia y rendimiento de crecimiento mas elevados en los peces
alimentados con el grupo de inulina 1%, ademas de que en este grupo también se observé una
actividad de las enzimas digestivas significativamente mas alta, principalmente en pepsina. La
actividad de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa y catalasa en el tejido hepético fue
generalmente mayor en las dietas suplementadas con inulina que en el grupo de control y

significativamente mayor en el grupo de inulina al 1%.

3. METODOLOGIA

3.1 Disefio y elaboracion de dietas experimentales

Se formularon 6 dietas isoproteicas e isolipidicas con dos niveles de inclusién (0.25 y 0.5%) para
el complejo Quercetina/Epicatequina (QEPIB y QEPIA, respectivamente) y un nivel para la Inulina
(2%). La dieta control (DC) fue disefiada para satisfacer los requerimientos nutricionales de la
especie. La principal fuente de proteina fue harina de pescado y en menor medida se adicionaron

harina de soya, trigo y maiz. En la tabla 1 se describe el contenido de los ingredientes.

Las dietas fueron elaboradas en el Laboratorio de Nutricion Acuicola de la FCM de la UABC.
Todos los ingredientes fueron pesados en una balanza Sartorius CP224S vy los ingredientes
secos se homogenizaron en una mezcladora Kitchen Aid para posteriormente adicionarles el
aceite de pescado + vitamina E, la grenetina y el almidén (los dos ultimos previamente hidratados
con agua caliente). La masa resultante fue extruida para obtener pellets de alrededor de 3 mm.
Finalmente, los pellets fueron sometidos a un secado de 65°C durante 24 h en una estufa de
vacio Lindberg/Blue. Una vez terminada la elaboracion de las dietas, estas fueron almacenadas

en bolsas de plastico a una temperatura de -20°C hasta su posterior utilizacion.
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Tabla 2. Composicién de los ingredientes totales de las dietas experimentales (g 100 g-1 dieta

para Totoaba macdonaldi.

DC FSN  Q-EPI(A) Q-EPI(B) FSN/Q-EPI(A) FSN/Q-EPI(B)
Ingrediente g/100 g %

Harina de pescado 60.60 60.60 60.60 60.60 60.60 60.60
Proteina de soya 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Fibra soluble de nopal 0.00 2.00 0.00 0.00 2.00 2.00
Quercetina 0.00 0.00 0.50 0.25 0.50 0.25
Epicatequina 0.00 0.00 0.50 0.25 0.50 0.25
Celulosa 3.00 1.00 2.00 2.50 0.00 0.50
Grenetina 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Almidon 6.80 6.80 6.80 6.80 6.80 6.80
Harina trigo 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00
Harina maiz 7.51 7.51 7.51 7.51 7.51 7.51
Aceite de pescado 1.90 1.90 1.90 1.90 1.90 1.90
Mezcla minerales
vitaminas y 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
Vitamina C 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitamina E 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Taurina 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Lisina 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60
Metionina 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
g%‘f,/‘z)rbam mono-P 0.04 004  0.04 0.04 0.04 0.04

TOTAL 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

DC: Dieta Control; FSN: Dieta fibra soluble de nopal 2%; Q-EPI(A): Dieta quercetina y epicatequina en
concentracion alta 0.5%; Q-EPI(B): Dieta quercetina y epicatequina en concentracién baja 0.25%; FSN/Q-
EPI(A): Dieta fibra soluble de nopal 2% con quercetina y epicatequina en concentracion alta 0.5%; FSN/Q-
EPI(B): Dieta fibra soluble de nopal 2% con quercetina y epicatequina en concentracién baja 0.25%.

3.2. Condiciones de cultivo

Los ejemplares de Totoaba macdonaldi fueron provistos por la Unidad de Biotecnologia en
Piscicultura (UBP) de la FCM de la UABC y 360 juveniles con un peso inicial de 21.1 + 0.1 fueron
distribuidos aleatoriamente en grupos de 20 organismos en 18 tanques experimentales de
aproximadamente 100 L, por lo que cada tratamiento tuvo 3 réplicas. Los peces fueron
alimentados con una dieta comercial hasta el comienzo del experimento, el cual tuvo una
duracion de 56 dias efectivos. Fueron alimentados dos veces al dia (9:00 y 17:00) a saciedad

aparente.

Lina Natalia Gonzalez Cobian



Todos los tanques fueron abastecidos con agua de mar recirculada continua, con aireacion y
flujo de agua constante. La temperatura y el oxigeno fueron monitoreados con un oximetro antes
de cada alimentacion. La temperatura se mantuvo a 23.0 + 1.0°C con la ayuda de un chiller, y la
concentracién de oxigeno se mantuvo a 5.64 + 0.76 mg L. El fotoperiodo se mantuvo en un
ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h y los compuestos nitrogenados se mantuvieron a niveles dentro
de los limites recomendados para especies marinas, siendo medidos diariamente con un kit
API®. Se recurrid a la técnica de sifoneo de los tanques dos veces al dia para asegurar la

limpieza de los mismos.
3.3. Biometrias y Muestreo

Para registrar la longitud y peso a lo largo del experimento, se realiz6 una biometria al inicio,
mitad y final del experimento. Finalmente se llevo a cabo un muestreo para la obtencion de tejido
muscular, visceral, hepatico y sanguineo para su posterior andlisis. Los organismos fueron
sometidos a 24 h de ayuno previas y con el fin de facilitar su manipulacién y de reducir el efecto

del estrés, fueron anestesiados con una solucién acuosa de aceite de clavo con etanol (1:9).

Para el muestreo, se tomaron tres peces de cada tanque y se les extrajo musculo, higado y
visceras, ademas se tomaron tres peces enteros para llevar a cabo los analisis de composicion

proximal de lipidos, proteinas, humedad y cenizas y se almacenaron a -20°C.

El pescado entero y el peso del higado y visceras de estos peces se utilizaron para la
determinacion de los indices hepatosomatico y viscerosomatico. Para los andlisis sanguineos,
los peces fueron privados de alimento durante 12 horas y se recolectaron muestras individuales
de sangre de 8 peces cada tanque por puncién cardiaca usando jeringas de insulina que

contenian 0.1 ml de solucién anticoagulante EDTA.

3.4. Anélisis hematolégico y bioquimica sanguinea

Inmediatamente después de la recoleccién sanguinea, las muestras fueron trasladadas al
laboratorio de nutricion acuicola para su procesamiento y andlisis para determinar el porcentaje
de hematocrito (HT) y la concentracién de hemoglobina (Hb). Con el resto de plasma colectado

se realizaron determinaciones de proteinas totales, albimina, triglicéridos, colesterol y glucosa.

El hematocrito (HT, %) fue determinado por el método de micro hematocrito, para lo cual las

muestras de sangre fueron centrifugadas 10,000 rpm por 5 min y se tomaron las lecturas.
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3.5. Célculos

Para determinar el rendimiento del crecimiento de los peces se obtuvieron los siguientes

parametros:
% Sobrevivencia:

(# final de peces / # inicial de peces)*100

Ganancia de peso:

Peso final (g) — Peso inicial (g)

Ganancia de peso relativa (%):

[(Peso final (g) — Peso inicial (g)) / Peso inicial] * 100

Ganancia de peso diaria (g):

Ganancia de peso / # dias

indice de crecimiento diario (%):

[(Peso final*® — Peso inicial*®)/dias] x 100

Consumo de alimento diario (g):

Consumo de alimento (g) * # peces * # dias

Consumo de alimento diario (%/dia):

[(Consumo de alimento por pez (g) / (Peso inicial (g) + Peso final (g) / 2) / # dias]*100
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Tasa de crecimiento térmico:

[(Peso final*® (g) — Peso inicial’® (g)) / (3 T °C * dias)] * 100

Tasa de conversion alimenticia;

Alimento consumido (g) / Ganancia de peso (g)

Tasa de eficiencia proteica:

Ganancia de peso (g) / Proteina consumida (g)

Factor de condicion K:

(Peso final (g) / talla final (cm)) * 100

indice hepatosomatico:

(Peso higado (g) / peso pez (g)) * 100

Indice viscerosomatico:

(Peso visceras (g) / peso pez (g)) * 100

3.6. Andlisis proximales de unidades experimentales y tejidos

Se analiz6 el contenido quimico proximal de las dietas, tejidos y organismos enteros. Para el
contenido de proteina total, se obtuvo la concentracion de nitrégeno total por medio del método
Kjeldahl (Folch, 1957) y el resultado se multiplicé por la constante 6.25 (N x 6.25). El contenido
de humedad y cenizas se obtuvieron de acuerdo con las especificaciones de la AOAC (2000). El
contenido de lipidos se determind gravimétricamente mediante la extraccion los solventes

organicos diclorometano:metanol (2:1), de acuerdo una metodologia modificada de Folch et al.
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(1957). El contenido de almidon en dietas fue determinado utilizando un estandar de almidén con

un kit de glucosa por medio del método de Plummer (1987).
3.7. Analisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico SimgaPlot 12.5 para Windows. Se realizaron comparaciones
entre tratamientos empleando el método de analisis de varianza de una via (ANOVA). Las
diferencias significativas entre los tratamientos se determinaron mediante la prueba Holm-Sidak
(p < 0.05). A los datos que no cumplieron con la homogeneidad de varianza se les aplicé la
prueba de Tukey. Los resultados obtenidos fueron reportados como media + desviacion estandar.
Los valores expresados como porcentaje se transformaron con la funcion arcoseno y se evalué
la distribucion normal y la homogeneidad de varianzas. Los datos que no cumplieron con la
distribucion de normalidad fueron analizados utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis.

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Analisis proximal de unidades experimentales

No se encontraron diferencias significativas en los andlisis proximales de las dietas
experimentales respecto a la dieta control, tal y como se esperaba, debido a que todas las
dietas fueron elaboradas para ser isolipidicas e isoproteicas, a excepcion de la incorporacién
de inulina y/o flavonoides. Al ser la inulina un carbohidrato no digerible, es posible que
representara un ligero aumento en los resultados del andlisis proximal de almidén de las
dietas; por otro lado, los flavonoides son considerados micronutrientes sin ningun tipo de

aporte energético.
A continuacion, se muestran los resultados de cada uno de estos analisis:

En la grafica 1 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de lipidos en las dietas

experimentales (% peso seco), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Gréfica 1. Andlisis proximal de lipidos en dietas

Lina Natalia Gonzalez Cobian



Lipidos Dietas

0- T T T

¢ & & &S
LS
Dieta

DC

FSN
QEPIB
QEPIA
FSNQEPIB
FSNQEPIA

poooon

La inclusion de lipidos fue de 7.99% * 0.60, lo cual contrasta con las dietas elaboradas por Lépez
et al. (2015) para juveniles de Totoaba macdonaldi, que fueron disefiadas para sustituir la harina
de pescado por CPS en concentraciones del 30% y 60%, dando como resultado para la
composicion proximal de los lipidos valores del 12.3% y 12.2% respectivamente, asi como del
12.6% para la dieta control. En el presente estudio la sustitucion de CPS fue del 10%. Gatlin
(2002) menciona que en las dietas para corvina roja (Sciaenops ocellatus), un miembro de la
misma familia de la Totoaba, si los lipidos son proporcionados como aceites de peces marinos,
pueden incluirse del 7-11% vy resultar en valores adecuados de crecimiento y supervivencia. De

tal forma que la inclusién de lipidos a la dieta del pez se encontr6 dentro del rango aceptado.

En la grafica 2 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de proteinas en las dietas

experimentales (% peso seco), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:
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Gréfica 2. Andlisis proximal de proteinas en dietas
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La inclusion proteica fue de 50.2% + 1.33, encontrandose de esta manera dentro del rango en la
elaboracion de dietas para Totoaba macdonaldi y especies pertenecientes a la misma familia, ya
gue como se ha mencionado anteriormente, se trata de peces carnivoros cuya principal fuente

de energia son las proteinas (Lépez et al, 2015; True, 2012; Rueda-Lopez et al., 2011).

En la gréfica 3 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de almidon en las dietas

experimentales (% peso seco), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Gréfica 3. Andlisis proximal de almidén en dietas
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La composicion proximal de almidon en las dietas (12.6 + 0.36) se observa ligeramente superior,
si se compara con la dieta control elaborada por Lopez et al. (2015), con un 9.8%; incluso en ese
mismo experimento las dietas con inclusiones elevadas de CPS (60%) presentan 10.5% de
almidén. Por otro lado, True (2012) menciona que para juveniles de T. macdonaldi se pueden
elaborar dietas cuya composicion contenga entre 5y 15% de almidon. Trejo Escamilla (2016)
utilizé 13.8% para dieta control y 13.6% para dieta con CPS al 15% de T. macodnaldi. Por lo que
la composicion proximal de almidén se encuentra dentro de los datos aceptables para esta

especie.

En la Gréficas 4 y 5 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de humedad y ceniza
en las dietas experimentales (% peso seco), respectivamente, sin obtener diferencias

estadisticamente significativas:

Grafica 4. Analisis proximal de humedad en dietas
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Gréfica 5. Andlisis proximal de cenizas en dietas
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Dieta

Calculos asociados al rendimiento general del pez

La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos tras realizar los calculos referentes al

crecimiento y desempefio general del pez, de acuerdo con la dieta administrada.

Tabla 3. Rendimiento del pez de acuerdo con dieta experimental.

Dieta DC FSN Q-EPI(B) Q-EPI(A) FSN/Q-EPI(B)  FSN/Q-EPI(A)
Peso inicial (g) 20.9+02 21.2%0.1 21.1+0.2 21.1+0.1 21.1+0.1 21.1+0.04
Peso final (g) 125.1 +9.72 124.3 + 6.9 131.0+6.7° 124.5 + 5,92 1232 +3.5% 121.7 £ 6.4%
Talla inicial (cm) 12.4+03 12.6+0.2 125+0.2 12.4+0.2 12.410.2 12303
Talla final (cm) 21.45+05%  21.74+05° 2212201  21.29+04%  2149+05%  21.39+0.4%
Supervivencia%  96.57 +£5.77%  98.33+2.89%  100+0.00°  95.00 +8.66%  96.67 +2.89% 100 + 0.00°
Ga”ancg)de PeSO  9g65+3.232 101.03+543° 111.78+470° 107.62+1.67° 103.05+2.06° 101.27 +1.81°
Gananciade peso  y5 . 19 112 476+2451% 529+ 18.58° 511 + 6.33° 487 + 7.45b 478 + 8.06°
relativa (%)
Ga”a”gi':ridae PESO 1 76+0062  1.80+0.10°  2.00+0.08®  1.92+003°  1.84+004>  1.81%0.03"
ICD 3.78+0.078  3.83+0.13"  4.08+0.10°  3.99+003"  3.88+004>  3.84%0.04b
consumodiario g7, 0460 108+0.23%  1.81+016®  1.87+024%  171+0.11°  1.98+0.46%
de alimento (g)
CDA (%/dia) 1.08+0.012  1.23+0.10>  1.05+0.10*  1.12+0.15®  1.05+0.08®  1.23+0.28"
TCA 1.73+0.022  1.96+0.12>  1.62+0.16®  1.74+0.25®  1.66+0.13®  1.95+0.43"
TEP 2.02+0.078  2.01+0.11®  212+0.09°  2.16+0.03" 2.07+0.04>  2.03+0.04%
TCT 1.94+0.06%  1.99+0.11>  220+0.03®  212+0.03®  203+0.04>  2.00+0.04°
Factor K 1.26+0.00°  1.19+0.03®  123+0.05°  1.33+005  123+0.09°  1.25%0.05
IHS 0.86+0.07°  0.92+0.220  0.74+0.242  0.77+002°  0.8720.04° 078 £0.12%
VS 3.21+058"  3.03+056%  3.09+042%  3.37+072%  298+0.09%  2.89 +0.392

Consumo de alimento diario (%/dia): CDA, Tasa de conversion alimenticia (TCA), Tasa de
Eficiencia proteica (TEP), Tasa de crecimiento térmico (TCT), Factor de condicién K, indice
hepatosomatico, indice viscerosomatico. DC: Dieta Control; FSN: Dieta fibra soluble de nopal
2%; Q-EPI(A): Dieta quercetina y epicatequina en concentracion alta 0.5%; Q-EPI(B): Dieta
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guercetina y epicatequina en concentracion baja 0.25%; FSN/Q-EPI(A): Dieta fibra soluble de
nopal 2% con quercetina y epicatequina en concentracion alta 0.5%; FSN/Q-EPI(B): Dieta fibra
soluble de nopal 2% con quercetina y epicatequina en concentracion baja 0.25%.

Una vez transcurridos los 56 dias del bioensayo, la supervivencia fue mayor de 95%z 8.66 sin
gue este pardmetro se viese afectado por las dietas experimentales. Las dietas que lograron una
supervivencia absoluta fueron QEPIB y FSNQEPIA (P<0.05). Respecto al peso final, todas las
dietas mostraron similitud con DC (125.1 + 9.7), a excepcién de la dieta QEPIB que mostré un
valor de 131.0 + 6.7 (P<0.05). Todas las dietas experimentales mostraron ganancia de peso y
ganancia de peso diaria con valores significativamente superiores a DC (P<0.05), siendo QEPIB
la dieta con los valores mas altos (111.78 + 4.70 y 2.00 + 0.08, respectivamente). El indice de
crecimiento diario mostré un incremento significativo (P<0.05) en todas las dietas frente a DC
(3.78 £ 0.07) siento QEPIB donde se presentaron los mayores valores (4.08 + 0.10). En cuanto
al consumo diario de alimento (%), los peces alimentados con FSNQEPIB y QEPIB obtuvieron
los valores mas bajos (1.05 + 0.08 y 1.05 + 0.10, respectivamente), aunque sin reflejar una
diferencia estadisticamente significativa. No obstante, al haber obtenido ganancias de peso
elevadas con un menor consumo, estos ultimos tratamientos proyectaron las mejores tasas de
conversion alimenticia, con valores de 1.62 + 0.16 para QEPIB y 1.66 + 0.13 para FSNQEPIB a
pesar de no representar una diferencia significativa por medio de andlisis estadisticos frente al
1.73 £ 0.02 obtenido en DC. Aunque no se observan marcadas diferencias entre las tasas de
eficiencia proteica, estadisticamente las que mostraron valores mas elevados con respecto a DC
(2.02 + 0.07) fueron QEPIB, QEPIA y FSNQEPIB con valores de 2.12 £ 0.09, 2.16 + 0.03 y 2.07
+ 0.04, respectivamente (P<0.05). Todas las dietas mostraron una tasa de crecimiento térmico
superior a DC (1.94 + 0.06) siendo QEPIB aquella con los valores mas elevados (2.20 + 0.03)
(P<0.05). El factor de condicién K para DC fue de 1.26 + 0.00, todas las dietas mostraron cifras
menores a excepcion de QEPIA que obtuvo resultados de 1.33 + 0.05 (P<0.05). El indice
hepatosomatico fue significativamente mayor (P<0.05) en FSN con respecto al resto de las
dietas, en tanto que los indices viscerosomaticos para FSNQEPIB y FSNQEPIA mostraron los

valores mas bajos (2.98 + 0.09 y 2.89 + 0.39, respectivamente).

A pesar de que se encuentran ciertas diferencias entre dietas en algunos pardmetros, por lo
general los valores no presentan grandes fluctuaciones y se encuentran dentro de los rangos
aceptados para Totoaba macdonaldi. Rueda-Lépez et al. (2011) elaboraron 6 dietas con tres
niveles de proteina y dos niveles de lipidos (44, 48 y 52% para proteina; 8.5 y 18% para lipidos),

donde el mayor porcentaje de ganancia de peso fue de 590.7% + 24.3 con la dieta que incluia
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52% de proteina y 8.5% de lipidos y el menor fue de 149.3% + 15.7 con la dieta que incluia 43%
de proteinay 19% de lipidos; en este trabajo, las dietas fueron isolipidicas e isoproteicas (7.99%
+0.60 y 50.2% + 1.33, respectivamente) donde el menor porcentaje de ganancia de peso se dio
en DC con 469% + 11.11 y los mayores en las dietas que contenian los flavonoides a
concentraciones alta y baja es decir, QEPIB y QEPIA, con 529% + 18.58 y 511% + 6.33,
respectivamente. Ademas, QEPIB mostro el valor mas alto del indice de crecimiento diario con
valores de 4.08 £ 0.10, lo cual supera los resultados obtenidos por Lépez et al. (2015), quienes
elaboraron dietas con inclusiones de concentrado proteico de soya dieta, obteniendo 3.42 para
la dieta control y 3.59 como valor mas alto. Es probable que esta diferencia se deba a que los
autores manejaron una inclusién de lipidos del 12% y de concentrado proteico de soya del 30%
y 60%, mientras en el presente trabajo fueron del 8% y 10%, respectivamente y tal como
mencionan Rueda-Lopez et al. (2011), cuando aumentan los niveles de lipidos y decrece la
calidad de la proteina en las dietas de peces carnivoros se observa una disminucion en el
rendimiento del pez. Abdel-Tawwab et al. (2010) administraron a la dieta de alevines de tilapia
del nilo (Oreochromis niloticus) durante 12 semanas hojas de la planta de té verde (Camellia
sinensis), las cuales contienen como principios activos epicatequina, galato de epicatequina,
epigalocatequina y galato de epigalocatequina, a una concentracién de 0.5 g Kg* de dieta,
teniendo como resultado una optimizacion del crecimiento, tasa de conversién alimenticia y
contenido proteico. Cho et al. (2007) adicionaron 5% de extracto de té verde a la dieta de la platija
juvenil de olivo (Paralichthys olivaceus) durante 7 semanas y obtuvieron como resultado una
mejora en el peso y las tasas de conversion alimenticia y de eficiencia proteica, asi como una
reduccion en el colesterol del tipo LDL atribuidos a la presencia de las catequinas en este
compuesto. Xu et al. (2019) incluyeron quercetina en dietas para carpa herbivora
(Ctenopharyngodon idella) y tras 60 dias de bioensayo, la suplementacién de 0.4 g Kg* mejord
significativamente la ganancia de peso y disminuy06 la tasa de conversién alimenticia. Lo anterior
concuerda con la reducida tasa de conversion alimenticia obtenida en la dieta de este trabajo
QEPIB (1.62 £ 0.16), lo cual se traduce en una dieta mas eficiente debido a que el pez necesita
consumir menos alimento para obtener una mayor ganancia de peso (Muin et al., 2017; Castro
et al., 2021). Las tasas de eficiencia proteica obtenidas en el presente trabajo se encuentran
dentro del rango de valores que se han reportado en Totoaba macdonaldi por diversos autores,
el valor minimo obtenido fue de 2.02 + 0.07 en DC y el maximo de 2.16 + 0.03 en QEPIA. En el
trabajo de Trejo Escamilla (2016), donde se elaboraron dietas con distintas inclusiones de CPS,
el valor mas bajo lo obtuvo DC con 2.4 + 0.05, y los valores més elevados los obtuvieron las
inclusiones de CPS del 15% y 30% (2.5 £ 0.08 y 2.5 + 0.09, respectivamente) y a medida que
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fueron aumentado estas inclusiones, se observé una disminucion de tal forma que en la dieta
con 100% de CPS la tasa de eficiencia proteica fue de 2.1 + 0.07. Lopez et al. (2006) obtuvieron
valores de 2.48 para dieta control y 2.81 para dietas con inclusiones del 30% de CPS. Fuentes-
Quesasa et al. (2020) elaboraron dietas que contenian harina de pescado, harina de productos
derivados de ave, harina de soya y 2% de agavina, un carbohidrato ramificado obtenido de la
planta del tequila (Agave tequilana), consiguiendo los valores de eficiencia proteica mas elevados
en la dieta con agavina (2.36 + 0.07) frente al valor mas bajo obtenido en la dieta control (2.29 +
0.02); los autores sugirieron que la microbiota podria estar participando en la fijacion del
nitrégeno, favoreciendo asi el incremento de este pardmetro. Lo anterior podria asociarse al
resultado obtenido en la dieta FSNQEPIB del presente proyecto, que contenia un 2% de inulina,
obteniendo un valor de 2.07 = 0.04, ligeramente mayor a DC. Por otro lado, Minjarez-Osorio et
al. (2012) elaboraron 3 dietas con distintas inclusiones de proteina cruda (47% 52% y 55%) y
obtuvieron valores de 1.0+ 0.2, 1.2+ 0.2y 1.2 + 0.2, respectivamente. El valor maximo reportado
por Rueda-Lo6pez et al. (2011) fue de 1.1 £ 0.2 en la dieta con inclusién alta de proteina (52%) y
baja de lipidos (8%) y el valor mas bajo fue de 0.7 £ 0.1 en la dieta con inclusion baja de proteina
(43%) y baja de lipidos; dado que la tasa de eficiencia proteica refleja la calidad de la fuente
proteica que se esta utilizando, es probable que estos ultimos resultados se deban a que los
autores incluyeron harina de baja calidad en el primer caso y de soya en el segundo, que a
diferencia de la harina de pescado de alta calidad o del CPS (concentrado proteico de soya),
puede presentar un menor porcentaje de aminoécidos esenciales, energia y minerales (Singh et
al., 2008).

El factor de condicion o factor K se utiliza para comparar la condicién o bienestar de un pez o
poblacion, con el fundamento de que los peces que presentan un mayor peso, a determinada
longitud, presentaran una mejor condicion (Froese, 2006). En ese sentido, los peces alimentados
con el tratamiento QEPIA presentaron una mejor condicién (1.33 = 0.05) (P<0.05) que el resto
de las dietas, incluso que DC (1.26 £ 0.00). En el estudio realizado por Fuentes-Quesada et al.
(2020), donde utilizaron inclusiones del 2% de agavina en dietas con harina de subproductos
avicolas y harina de soya, las dietas control y con inclusién de agavina presentaron los valores
de K mas elevados (1.61 + 0.05 y 1.63 + 0.09, respectivamente); las dietas sin agavina
presentaron valores de 1.50 + 0.05 y 1.51 + 0.03, donde la dieta que incluia harina de soya
presentaba una evidente enteritis y como consecuencia, un rendimiento mas pobre. Et al
observaron en dietas para T. macdonaldi que a inclusiones proteicas del 47%, 52% y 55%, la
eficiencia proteica presentaba valores de 1.0 £ 0.2, 1.2 + 0.2y 1.2 + 0.2, respectivamente, frente

a una dieta comercial con una inclusion de proteina de 38% y eficiencia proteica de 2.7 + 1.2.
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El indice hepatosomatico (IHS) es un indicador de la energia de reserva, asi como del buen
funcionamiento del higado. Este, junto con el indice viscerosomatico (IVS), tienen un papel
importante en el metabolismo de los peces, al estar relacionados con la digestién y absorcion,
sintesis y secrecion de enzimas digestivas, asi como con el metabolismo de los carbohidratos
(Ighweka et al., 2014). Perez-Velazquez et al., (2016) al incorporar 8% de lipidos a la dieta de T.
macdonaldi obtuvieron valores para IHS de 0.72 £ 0.27 y para IVS de 2.66 + 0.52; en el presente
trabajo, en el cual la inclusién de lipidos en todas las dietas fue de 7.99% + 0.60, la dieta que
mas se aproximé a esa tendencia en IHS fue QEPIB con 0.74 + 0.24 y en IVS fueron las dietas
FSNQEPIB y FSNQEPIA con valores de 2.98 £ 0.09 y 2.89 + 0.39, respectivamente; estos Ultimos
fueron los mas bajos dentro del parametro de IVS. Curiosamente, valores en IHS mas elevados
fueron aquellos donde esta presente la fibra soluble (FSN 0.92 + 0.22), lo cual puede que se
deba a la accién de la microbiota a nivel intestinal que aprovecha esta fibra y tal vez una parte
de este incremento dietario de carbohidratos se dirige a ser acumulado en el higado, tal como
sugieren Ahmad et al. (2012). Fuentes-Quesada et al. (2020) con su incorporacion de 2% de
agavina a las dietas de T. macdonaldi obtuvieron un mayor IHS que incluia un incremento de la
altura del borde de cepillo del intestino y un mayor porcentaje de pliegues mucosos con un mayor
grosor en la mucosa subepitelial, esto por accion de las enzimas exdgenas producidas por las
bacterias que son estimuladas por los oligosacéridos de las dietas. Por efectos de tiempo no fue
posible realizar un analisis histolégico de tejido hepéatico y visceral en el presente proyecto, sin
embargo, su futura realizacion podria esclarecer la accién de los flavonoides y/o inulina sobre

estos tejidos.

Por lo anterior, se puede afirmar que los compuestos bioactivos utilizados en el presente
proyecto no ejercen un efecto negativo sobre el rendimiento general del pez. Sin embargo, de
acuerdo con los resultados obtenidos, la dieta que resulta ser mas prometedora para optimizar
el rendimiento y metabolismo del pez es QEPIB ya que obtuvo una mayor ganancia de peso y

eficiencia proteica con un menor consumo de alimento.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos tanto de andlisis proximal de tejidos como
de parametros bioquimicos de peces alimentados con los distintos tratamientos experimentales.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de dichos analisis a
pesar de que se esperaba observar un mejoramiento por parte de los compuestos bioactivos

adicionados. Lo anterior puede deberse a los siguientes factores:
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¢ El tratamiento control no ejercié un dafio metabdlico en el pez, ya que los compuestos
utilizados son homeostaticos, mantienen regulados los parametros metabdlicos del
organismo, por lo que no fue posible observar un efecto debido a que no se perdio la
homeostasis del pez.

e El tiempo durante el cual se administraron los tratamientos y las concentraciones de los
compuestos bioactivos no fueron suficientes para obtener diferencias significativas, por
lo gue se propone repetir el experimento por mas tiempo y aumentar las concentraciones

siempre y cuando se espere encontrar dafio metabdlico en el pez debido a la dieta control.

4.3. Analisis proximal de pez entero

En la grafica 6 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de lipidos en pez

entero (% peso hiumedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Grafica 6. Analisis proximal de lipidos en pez entero
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A pesar de la ausencia de diferencias significativas debido a los elevados valores de
desviaciones estandar, la cifra mas alta se pudo observar en FSN con 13.25 + 4.2 y la mas baja
en QEPIB con 9.59 + 1.07. DC present6 valores de 11.32 + 1.78. Los valores obtenidos son
menores a los reportados por Lopez et al. (2015), quienes elaboraron dietas con distintas
inclusiones de CPS vy la dieta control tuvo como resultado 20.7, el valor minimo fue observado
en la dieta con inclusion de CPS de 30% (20.1) y el méximo en la dieta con inclusién de CPS de
60% (21). En este trabajo Unicamente se adiciond un 10% de CPS y a pesar del alto grado de

pureza que puede presentar esta fuente de proteina (>65%), es posible que contenga cierta
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cantidad remanente de factores antinutricionales y carbohidratos que tras cierto porcentaje de
inclusion a las dietas hagan evidente su presencia y aumente la cantidad de lipidos en los tejidos
del organismo (Singh et al., 2008). Velarde Sanchez (2013) aliment6 durante 68 dias a juveniles
de T. macdonaldi con dietas que contenian aceites de pescado, linaza y maiz; al finalizar el
bioensayo la dieta control obtuvo 17.4 + 0.87 en pez entero, siendo este el maximo valor, mientras
gue el minimo lo obtuvo en una dieta que obtenia 30% de aceite de linaza y 10% de aceite de
maiz (13.5 + 0.98). Se puede concluir que los compuestos bioactivos adicionados en el presente

trabajo no ocasionaron un efecto negativo en la composicion proximal de lipidos en el pez entero.

En la grafica 7 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de proteinas en pez

entero (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Gréfica 7. Andlisis proximal de proteinas en pez entero
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DC dio como resultado 67.32 + 0.84. Velarde Sanchez (2013) obtuvo valores de 74.9 + 4.12 en
la dieta control que elaboré para juveniles de T. macdonaldi. Vizcaino Pérez (2008) elabord dietas
isoproteicas con distintos niveles de lipidos y aunque no incorporé una dieta control, la dieta con
una inclusién de 8% de lipidos dio como resultado en las proteinas de pez entero un valor de
68.2 £ 0.37, por lo que se puede concluir que los compuestos bioactivos adicionados en el
presente trabajo no ocasionaron un efecto negativo en composicion proximal de proteinas en el

pez entero.
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En la grafica 8 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de humedad en pez

entero (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Grafica 8. Analisis proximal de humedad en pez entero
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La dieta control para este analisis presentd valores de 5.28 + 0.37. Los compuestos bioactivos
adicionados en el presente trabajo no ocasionaron un efecto negativo en la humedad del pez

entero.

En la grafica 9 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de cenizas en pez

entero (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Gréfica 9. Andlisis de cenizas en pez entero
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La dieta control para este andlisis presenté valores de 15.45 + 1.36. Los compuestos bioactivos
adicionados en el presente trabajo no ocasionaron un efecto negativo en las cenizas en el pez

entero.

4.4. Andlisis sanguineo

En la grafica 10 se muestran resultados tras realizar el andlisis de albumina en sangre

(g/dL), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Gréfica 10. Albumina en plasma de peces alimentados con distintas dietas
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Al tratarse de una proteina que es sintetizada en higado, puede ser indicadora de dafio hepético
cuando se encuentra en bajas concentraciones sanguineas en los peces (Mehjbeen et al., 2017).
En el presente estudio DC exhibid valores de 1.2 + 0.6 y aunque estadisticamente no hubo
diferencias con respecto a esta dieta, se puede observar una disminucion en los tratamientos
QEPIB y FSNQEPIA (0.9 £ 0.3 y 0.8 £ 0.3). Sin embargo, estos valores se encuentran dentro de
los reportados para T. macdonaldi. Lépez et al. (2015) obtuvieron para su dieta control valores
0.70, al igual que Trejo Escamilla (2016). Gullian-Klanian (2013) evalué en corvina roja
(Sciaenops ocellatus), una especie de la misma familia, el efecto en plasma de la aclimatacién a
largo plazo en agua dulce donde los grupos control obtuvieron valores 2.54 + 0.75. Por lo que los
compuestos bioactivos adicionados en el presente trabajo no ocasionaron un efecto negativo en

los niveles de albumina del pez.
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En la tabla 11 se muestran resultados tras realizar el analisis de colesterol en sangre (g/dL),

con una disminucién significativa en el tratamiento FSNQEPIA (P<0.05):

Grafica 11. Colesterol en plasma de peces alimentados con distintas dietas
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En este caso se aprecia que no hubo una gran fluctuacion entre tratamientos, a excepcion de
FSNQEPIA, que obtuvo valores significativamente menores (P<0.05) frente a DC (73.76 + 29.38

y 86.09 £ 36.35, respectivamente. Los elevadores valores en las desviaciones estandar pueden

deberse a la variabilidad que hubo entre las réplicas de los tratamientos.

En la grafica 12 se muestran resultados tras realizar el analisis de glucosa en sangre (g/dL), sin

obtener diferencias estadisticamente significativas:

Grafica 12. Glucosa en plasma de peces alimentados con distintas dietas
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Los valores para DC fueron de 46.98 + 15.57. Esto coindice con la dieta control elaborada
por Trejo Escamilla (2016), cuyos valores fueron de 48.6 £ 0.9. Sin embargo, se encuentra
por encima del valor reportado para este parametro por Lopez et al. (2015), que obtuvo

36.7 como resultado.

En la grafica 13 se muestran resultados tras realizar el analisis de triglicéridos en sangre (g/dL),

con una disminucion significativa en el tratamiento QEPIA (P<0.05):
Gréfica 13. Triglicéridos en plasma de peces alimentados con distintas dietas
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En este caso se aprecia que la cantidad de triglicéridos fue similar en todos los tratamientos y
fue significativamente menor en QEPIA (P<0.05) frente a DC, con valores de 91.42 + 26.27 y
108.40 + 33.10, respectivamente. Por otro lado, QEPIB junto con las dietas FSN y FSNQEPIB
mostraron valores elevados frente a DC (148.12 + 43.10, 120.68 £ 35.05 y 113.65 + 31.98). Sin
embargo, los elevados valores de las desviaciones estandar indican que estas diferencias se

debieron a la variabilidad entre las réplicas de los tratamientos.
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4.5. Analisis proximal de tejidos muscular, visceral y hepético En la gréfica 14 se muestran
resultados tras realizar el andlisis proximal de lipidos en pez en tejido muscular (% peso
hamedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Grafica 14. Analisis proximal de lipidos en masculo
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Los valores observados para DC en este andlisis fueron de 6.29 + 1.77. Al tratarse de un pez
carnivoro, T. macdonaldi es una especie que retiene una poca cantidad de lipidos en musculo.
Rueda-L6pez et al. (2011), reportaron valores de 3.4 + 0.3 en dietas elaboradas con 52% de
proteina y 8% de lipidos. Velarde Sanchez (2013), quien utilizé inclusiones de aceites de
pescado, maiz y linaza, report6é porcentajes del 3% al 5% en tejido muscular de T. macdonaldi.
Vizcaino Pérez (2008), obtuvo valores de 4.8 £ 0.11 en tejido muscular de peces alimentados
con dietas que contenian 8% de lipidos. Los compuestos bioactivos adicionados en el presente

trabajo no ocasionaron un efecto negativo en la composicién proximal de lipidos en musculo.

En la grafica 15 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de proteinas en tejido
muscular (% peso himedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:
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Gréfica 15. Analisis proximal de proteinas en musculo
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En este analisis DC mostro valores de 80.75 + 1.36. Badillo Zapata et al. (2016) elaboraron dietas

con distintas inclusiones de harina de subproductos de ave y alimentaron durante 86 dias a
juveniles de T. macdonaldi, obteniendo como resultado para las proteinas de musculo de los
peces alimentados con dieta control, valores de 80.0 + 1.2 sin mostrar diferencias significativas
con el resto de las dietas. Rueda-Lépez et al. (2011) obtuvieron como resultado valores de 85.0
+ 2.1 en dietas para T. macdonaldi con inclusiones del 52% de proteina y 8% de lipidos. Velarde
Sanchez (2013) obtuvo en las proteinas musculates de los ejemplares de T. macdonaldi
alimentados con su dieta control, valores de 87.0 = 1.08. Vizcaino Pérez (008) obtuvo en su dieta
adicionada con el 8% de lipidos, valores de 83.4 + 0.05 para el tejido muscular de T. macdonaldi.
Los compuestos bioactivos adicionados en el presente trabajo no ocasionaron un efecto negativo

en la composicién proximal de proteinas en masculo.

En la grafica 16 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de humedad en tejido
muscular (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:
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Gréfica 16. Andlisis proximal de humedad en musculo
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DC obtuvo como resultado para este andlisis, 5.62 + 1.53. Los compuestos bioactivos

adicionados en el presente trabajo no ocasionaron un efecto negativo en la humedad en musculo.

En la grafica 17 se muestran resultados tras realizar el andlisis proximal de cenizas en tejido

muscular (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Gréfica 17. Andlisis proximal de cenizas en musculo
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DC obtuvo como resultado para este analisis valores de 6.80 + 0.39. Los compuestos bioactivos

adicionados en el presente trabajo no ocasionaron un efecto negativo en las cenizas en masculo.
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En la grafica 18 se muestran resultados tras realizar el andlisis proximal de lipidos en tejido

visceral (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Gréfica 18. Analisis proximal de lipidos en visceras
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Para este analisis, DC mostré valores de 16.47 + 1.70. En este parametro, Rueda-Lépez et al.
(2011) obtuvieron valores de 18.6 + 1.8 en dietas con inclusiones del 52% de proteina y 8% de
lipidos. Velarde Sanchez (2013) obtuvo para el pardmetro de lipidos en visceras de su dieta
control, valores de 25.2 £ 1.79. Los compuestos bioactivos adicionados en el presente trabajo no

ocasionaron un efecto negativo en la composicién proximal de lipidos en visceras.

En la grafica 19 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de proteinas en tejido
visceral (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Grafica 19. Analisis proximal de proteinas en visceras
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Los valores obtenidos para DC fueron 63.12 + 1.24. Rueda-L6pez et al. (2011) obtuvieron valores
de 51.9 + 1.3 en dietas con inclusiones de proteina del 52% y 8% de lipidos. Velarde Sanchez
(2013) obtuvo para el pardmetro de lipidos en visceras de su dieta control, valores de 66.2 +
2.38. Los compuestos bioactivos adicionados en el presente trabajo no ocasionaron un efecto

negativo en la compaosicion proximal de proteinas en visceras.

En la grafica 20 se muestran resultados tras realizar el andlisis proximal de humedad en tejido

visceral (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Grafica 20. Analisis proximal de humedad en visceras
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Los valores obtenidos para DC fueron de 9.48 + 1.01. Los compuestos bioactivos adicionados

en el presente trabajo no ocasionaron un efecto negativo en la humedad en visceras

En la grafica 21 se muestran resultados tras realizar el analisis proximal de cenizas en tejido

visceral (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:
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Gréfica 21. Andlisis proximal de cenizas en visceras

Cenizas Visceras

10+

Hm DC
8- - T = FSN
6 = QEPIB
2 3 QEPIA
4= B3 FSNQEPIB
24 = FSNQEPIA
0- T T T
o ~ Q \a & \g
Q ) Q\ Q\ Q\ Q\
¢ &L LS
& &
Dieta

Los valores obtenidos para DC fueron de 7.59 + 0.38. Los compuestos bioactivos adicionados

en el presente trabajo no ocasionaron un efecto negativo en las cenizas en visceras.
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En la grafica 22 se muestran resultados tras realizar el andlisis proximal de lipidos en tejido
hepético (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Gréfica 22. Andlisis proximal de lipidos en higado
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A pesar de que estadisticamente no hubo diferencias significativas debido a las elevadas
desviaciones estandar, se puede observar que hay una diferencia entre QEPIB frente a DC, con
valores de 47.43 £ 6.90 y 33.23 + 1.22, respectivamente el resto de las dietas, FSN, QEPIA,
FSNQEPIB y FSNQEPIA mostraron valores de 37.47 + 6.68, 37.27 + 2.14, 37.29 £ 9.89 y 40.23
+ 6.50. Estos valores se encuentran por encima de los obtenidos por varios autores. Fuentes-
Quesada et al. (2020), quienes como se ha mencionado anteriormente, utilizaron dietas para T.
macdonaldi con inclusiones de harina de subproductos avicolas, harina de soya y 2% de agavina,
y tras 44 dias el valor maximo que obtuvieron fue para la dieta que Unicamente contenia un
reemplazo del 67% de harina de subproductos avicolas, el cual fue de 25.7% * 4.4, mientras el
valor minimo lo obtuvo la dieta a la que se le adicion6 2% de agavina con 21.6 + 3.9. La dieta
control tuvo valores de 24.2 + 2.8. Trejo escamilla (2016) reportd para el andlisis proximal de
lipidos en higado de T. macdonaldi en su dieta control, un resultado de 10.16 + 0.41. Vizcaino
Pérez (2008) en su trabajo con juveniles de T. macdonaldi, la dieta con inclusién del 8% de lipidos
obtuvo como resultado valores de 25.4 + 0.37, mientras que las dietas que mas se asemejaron
a los resultados de este trabajo fueron las que incluyeron en su formulacion 20% y 24% de lipidos,

con valores de 38.6 £ 0.21 y 40.6 + 0.17, respectivamente

El aumento de lipidos en los peses puede deberse a cualquiera de los siguientes dos factores:
1) a la sintesis de novo a partir de carbonos no lipidicos o directamente de la dieta. Aunque el
aumento de lipidos podria estar relacionado a efectos como disminucién del rendimiento general

del pez. En este caso no hubo un efecto ni en el rendimiento del pez, ni en otro parametro
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metabdlico contemplado en el estudio. Se sugiere realizar mas estudios, sobre el perfil de los
lipidos encontrados, para determinar si su bioacumulacion es dafiina para el pez. Ya que como
se ha reportado anteriormente es la composicion lipidica la que puede tener un mayor impacto

en el estado metabdlico del pez (Mata-Sotres, 2021)

En la grafica 23 se muestran resultados tras realizar el andlisis proximal de proteinas en tejido

hepatico (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Grafica 23. Analisis proximal de proteinas en higado
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Los valores obtenidos para DC fueron 34.19 + 9.41. Estos resultados contrastan con varios de
los obtenidos por otros autores. Trejo Escamilla (2016) reportd valores de 12.26 + 0.08 para su
dieta control, mientras que Fuentes-Quesada et al. (2020), de manera similar, obtuvo 11.2 + 1.6.
Por otro lado, Vizcaino Pérez (2008) en su dieta elaborada con una inclusién de lipidos del 8%
obtuvo como resultado valores de 57.1 + 0.02. Velarde Sanchez obtuvo los valores mas similares
a este proyecto en la composicion proximal de proteinas en higado con 32.1 + 1.41 para su dieta

control.
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En la grafica 24 se muestran resultados tras realizar el andlisis proximal de humedad en tejido

hepatico (% peso himedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Grafica 24. Analisis proximal de humedad en higado
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En la grafica 25 se muestran resultados tras realizar el andlisis proximal de cenizas en tejido

hepéatico (% peso humedo), sin obtener diferencias estadisticamente significativas:

Gréfica 25. Andlisis proximal de cenizas en higado
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4.6. Andlisis de actividad enzimatica en intestino

La tabla 4 muestra los resultados obtenidos de enzimas digestivas en cada dieta experimental

administrada tras analizar porciones proximal y media de intestino del pez (mU/mg prot).

Tabla 4. Actividad de enzimas digestivas

Dieta DC FSN Q-EPI(B) Q-EPI(A) FSN/Q-EPI(B)  FSN/Q-EPI(A)
Tripsina 51.70 £ 6.56 25.25 + 1,012 52.92 +7.67° 11.97 £1.29%0 1429 +1.962¢¢ 19,03 + 6.52abc
Quimotripsina 0.19 £ 0.02 0.23 £ 0.06 0.27 £0.12 0.19 £0.02 0.24 £ 0.04 0.30 £ 0.02
Lipasa 0.02 + 0.004 0.02 +0.01 0.03 + 0.005 0.02+0.008  0.02+0.009  0.03+0.006
eSS 2061.57+199.46° 1398.78+283.91%  1698.14£257.76% OOVl o oo TTsE
Leucina 0.33 £ 0.08" 0.28 + 0.043¢ 0.13 + 0.005%¢ 0.25+0.07%  0.29+0.04%¢ (.36 + 0.05°

aminopeptidasa

DC: Dieta Control; FSN: Dieta fibra soluble de nopal 2%; Q-EPI(A): Dieta quercetina y epicatequina en
concentracién alta 0.5%; Q-EPI(B): Dieta quercetina y epicatequina en concentracién baja 0.25%; FSN/Q-
EPI(A): Dieta fibra soluble de nopal 2% con quercetina y epicatequina en concentracion alta 0.5%; FSN/Q-
EPI(B): Dieta fibra soluble de nopal 2% con quercetina y epicatequina en concentracion baja 0.25%.

Es posible observar cémo las distintas dietas experimentales tuvieron influencia sobre las
enzimas tripsina, proteasa alcalinas y leucina aminopeptidasa, mientras que sobre las enzimas

guimotripsina y lipasa no se observaron diferencias significativas.

Los valores mas elevados para tripsina se observaron en DC y QEPIB con 51.70 + 6.56 y 52.92
+ 7.67, respectivamente, mostrando diferencias significativas (P<0.05) con las dietas QEPIA y
FSNQEPIB que obtuvieron valores de 11.97 £ 1.29 y 14.29 + 1.96, respectivamente. En cuanto
a las proteasas alcalinas, al igual que la tripsina, se observaron los mayores resultados en DC y
QEPIB, con valores de 2061.57 £ 199.46 y 1698.14 + 257.76, respectivamente, mostrando una
marcada diferencia (P<0.05) con las dietas QEPIA, FSNQEPIB y FSNQEPIA, las cuales
obtuvieron valores de 600.44 + 10.53, 624.50 + 106.58 y 656.77 + 30.7, respectivamente. Por
otro lado, la leucina aminopeptidasa exhibié una mayor actividad en las dietas FSNQEPIB y FSN,
0.29 + 0.04 y 0.28 + 0.04, respectivamente, mientras el valor mas bajo se observo en la dieta
QEPIB con valores de 0.13 + 0.00.

Zhaiy Liu (2014) administraron a grupos de tilapia (Oreochromis niloticus), dietas con inclusiones
de 0, 200, 400, 800 y 1600 mg/kg de quercetina durante 49 dias. Obtuvieron como resultado una
mejora de los indices de ganancia de peso, conversion alimenticia e indice de eficiencia proteica

en comparacion con el grupo control. La actividad de proteasa, lipasa y amilasa en estbmago e
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intestino incrementd significativamente cuando las inclusiones de quercetina estuvieron por
encima de 400 mg/kg y por otro lado, a inclusiones de 200 mg/kg se observd un efecto
significativo en el crecimiento del pez. Shin et al. (2010), elaboraron dietas con inclusiones del
0.25 y 0.5% de quercetina para el falso halibut del japon (Paralichthys olivaceus), una especie
carnivora, durante 60 dias en respuesta a la toxicidad de cadmio y aunque no se evalud la
actividad de las enzimas digestivas, la dieta con mayores inclusiones del flavonoide tuvo un
crecimiento significativamente mayor en comparacion con las otras dietas, esto asociado a su
actividad antioxidante. En el presente estudio, la dieta con inclusién de quercetina del 0.25%
(2500 mg/kg, 12.5 veces la inclusibn mas baja del primer estudio mencionado) fue la que resultd
en un mejor rendimiento del pez asi como en mejores valores para la actividad de tripsina,
guimotripsina, lipasa y proteasas alcalinas. Sin embargo, a mayores inclusiones de quercetina
estos efectos dejaron de observarse. Zhang et al. (2021) realizaron un experimento de 56 dias
con ejemplares de pez cebra (Danio rerio) donde el rendimiento del crecimiento fue
significativamente mayor en dietas que contenian 100 mg/kg de quercetina en contraste con otras
dietas elaboradas, asociando este efecto a un incremento en la actividad de las enzimas
digestivas intestinales asi como a habilidades inmune y antioxidante en el pez. Xu et al. (2018)
reportaron que con suplementaciones de 0.4 g/kg de quercetina a dietas de carpa herbivora
(Ctenopharyngodon idella) durante 60 dias, se obtuvo una ganancia de peso significativamente
mejorada con respecto a la dieta control con un descenso en la tasa de conversion alimenticia,
lo cual se traduce en un mejor aprovechamiento del alimento por parte del pez. Mousavi et al.
(2020) administraron extracto de semilla de uva a dietas de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss), el cual tras analizarse su contenido mediante HPLC se observd que un 43%
correspondia a catequina y un 30% a epicatequina. Al finalizar el experimento de 60 dias, este
compuesto mostrd efectos positivos en algunos parametros del crecimiento incluyendo la tasa
de crecimiento especifico y el factor de condicidén, sugiriendo que pudieron asociarse a un
incremento de la actividad de las enzimas digestivas y a un mejoramiento de la microbiota

intestinal.

Al ser la dieta QEPIB la que mostré mayores valores en la mayoria de las enzimas en contraste
con el resto de las dietas experimentales, esto explica la optimizacion en las tasas de eficiencia
proteica y alimenticia, asi como el indice de crecimiento diario que mostraron los peces
alimentados con esta dieta, debido a que a mayor actividad enzimatica, sobre todo de tripsina
hay una mejor digestion y aprovechamiento de las proteinas provenientes del alimento (Lemieux

et al., 1999; Rungruangsak-Torrissen, et al., 2006).

Lina Natalia Gonzalez Cobian E



5. CONCLUSIONES

La dieta suplementada con flavonoides en concentracién baja logro que el rendimiento
general del pez fuera mayor. Esto significa que hubo un mayor aprovechamiento de la
proteina en los peces que consumieron dicha dieta, lograron ganar mas peso y mejorar de
manera significativa sus parametros de rendimiento. Ninguno de los tratamientos probados
en el presente proyecto causo6 algin dafio visible en los tejidos, pardmetros bioquimicos o
parametros de rendimiento del pez. Sin embargo, se sugiere llevar a cabo analisis que
profundicen en dar entendimiento de la respuesta metabdlica del pez tras someterlo a las

dietas experimentales del presente proyecto.

No se observaron diferencias significativas en la quimica y hematologia sanguineas de los
peces alimentados con las dietas del presente proyecto. Tampoco se observaron diferencias
significativas en los estudios proximales del pez entero y los 6rganos evaluados. Excepto que
en el higado se observé un porcentaje por arriba del parametro normal del pez. Sin embargo,
para poder determinar si este aumento tiene un efecto en el metabolismo del pez, debe
realizarse el estudio de expresion diferencial de las enzimas involucradas en el metabolismo

de lipidos.

Como trabajo a futuro, se sugiere que para seguir evaluando el efecto del prebiético probado
y los flavonoides se realice un estudio aumentando la cantidad de proteina de soya en la
dieta, o la concentracion de almidon en el mismo, para observar si dichos componentes
pueden prevenir los efectos negativos que se han atribuido a la suplementacion de la dieta
de Totoaba macdonaldi con proteina de soya y/o con un aumento de concentracion de
almidon. Ademas, se sugiere realizar el estudio por un periodo de tiempo mas grande y probar

un rango mayor de concentraciones de flavonoides y prebiético.

Se sugiere también realizar analisis mas profundos y detallados para conocer el efecto
metabdlico que tuvo la adicion de flavonoides y/o fibra de agave. Esto a través de un estudio
de expresion diferencial de las principales enzimas involucradas en el metabolismo de lipidos
principalmente y del aprovechamiento de carbohidratos. Este tipo de estudios podrian ayudar
también a determinar el rango de dosis que seria mejor probar en una segunda etapa del

proyecto.
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