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RESUMEN

Para evaluar el efecto de la suplementacidn de taurina y metionina en dietas para trucha arcoiris
formuladas con proteina vegetal se realizaron dos pruebas de alimentacién, una en el laboratorio
de produccion acuicola de la FES Iztacala y otra en la granja “Los Alevines”, ubicada en el municipio
de Amanalco de Becerra, estado de México; en la primera prueba se utilizaron truchas de 9.78 g
12 gy 8.29 cm+2 cm. En la prueba dos se utilizaron truchas de 0.54 g £0.1 g y 3.61 cm%0.24 cm. Se
les ofrecieron dietas cuya base proteica principal la constituyo el aislado de proteina de soya y el
polvo de espirulina (Spirulina spp.), con 45% de PB y 20 MJ de EB. Como dieta control se utilizo la
dieta base, y las dietas restantes fueron suplementadas con los aminoacidos azufrados taurina y
metionina, realizando una sustitucidn creciente de taurina por metionina (0, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0).
Al término de ambas pruebas de alimentacién se evalud: el crecimiento, consumo de alimento,
condicién corporal, composicidon corporal, indice hepatosomatico, digestibilidad aparente de la
proteina, respuesta inmune no especifica, capacidad antioxidante de los hepatocitos, consumo de
oxigeno, excrecién de fésforo y nitrogeno. Mediante los datos obtenidos se puede concluir, que la
suplementacion con 0.75% taurina y 0.25% metionina fue la mds adecuada para el crecimiento, ya
qgue generd una talla y peso significativamente mayor (p<0.05) a la dieta control en ambos
experimentos, ademas, esta misma suplementacion generd una deposicién lipidica menor
(p<0.05) en el higado respecto a la dieta control en organismos de 3.6 cm y 0.5 g de peso. Sin
embargo, la respuesta inmunolégica no se vio favorecida por dicha suplementacién e incluso fue
significativamente inferior (p<0.05) al control en la actividad de la lisozima sérica. Las
suplementaciones 1.0% metionina, 1.0% taurina y 0.5% metionina 0.5% taurina generaron un
incremento significativo (p<0.05) en el estallido respiratorio de los macréfagos respecto a la dieta
control. En la capacidad antioxidante de los hepatocitos se observé un aumento significativo en la
dieta con alimento comercial respecto a la mayoria de las dietas experimentales, excepto la dieta
0.75% taurina 0.25% metionina la cual generd una respuesta intermedia que tampoco se
diferencié de la dieta control. Para el resto de variables evaluadas no se observaron diferencias

significativas (p<0.05).

Palabras clave: Taurina; Metionina; Aislado de proteina de soya; Polvo de espirulina; Trucha

arcoiris



ABSTRACT

To determine the effect of different ratios of methionine and taurine on diets to rainbow trout
formulated with vegetable protein, two feeding trials were performed, one, in aquatic production
laboratory from FES lztacala and other one in the farm “Los Alevines” located in Amanalco de
Becerra, Estado de México; at the first trial, we use trouts of 9.78g +2g and 8.29cm+2cm, at the
second trial, we use trouts of 0.54g +0.1g and 3.61cm+0.24cm. We offered diets with soy protein
isolate (SPI) and Spirulina (Spirulina spp.) powder (SP) like protein core, with 45% of protein and 20
MJ (Mega Joules) of GE (Gross Energy). We use the basal diet like control, and the rest of diets was
supplemented with taurine and methionine, substituting taurine by methionine in increasing form
(0, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0). At the end of the two trials was evaluated: the growing, feed
consumption, body condition, body composition, hepatosomatic index, protein digestibility,
nonspecific immune response, antioxidant capacity of hepatocytes, oxygen consumption,
phosphorus excretion and nitrogen excretion. With the data obtained, we can concluded that, the
supplementation with 0.75% taurine and 0.25% methionine can improve the growth, because it
generated increases (p<0.05) in length and weight values compared with the control diet in both
experiments, furthermore, this supplementation can reduce (p<0.05) the liver lipid content
compared with the control diet in 3.6 cm and 0.5 g organisms. Nevertheless, the immune response
do not get benefits by this supplementation, and even was inferior (p<0.05) to the control diet in
the serum lysozyme activity. The supplementation with 1.0% methionine, 1.0% taurine and 0.5%
methionine 0.5% taurine, can increase the respiratory burst of macrophage compared with the
control diet. In the antioxidant capacity we can observe an increase in the commercial diet
compared with the other diets, except to 0.75% taurine 0.25% methionine, that get an
intermediate response, that can’t be differentiated of control diet. For all other variables assessed,

no significant differences were observed (p<0.05).

Key words: Taurine; Methionine; Soy protein isolate; Spirulina powder; Rainbow trout



1. INTRODUCCION

El uso de proteina vegetal en la formulacién de dietas destinadas a la acuicultura es cada vez mas
frecuente, sin embargo, estas fuentes proteicas tienen deficiencias importantes en aminodcidos
azufrados que pueden afectar el crecimiento de los organismos ademas de otros aspectos donde
su metabolismo estd involucrado, como la sintesis y movilizacién lipidica; la capacidad
antioxidante; respuesta inmune etc. Dentro de los aminoacidos azufrados solo se considera a la
metionina como esencial para los salménidos y se ha demostrado su importancia sobre el
crecimiento y composicion quimica corporal de la trucha arcoiris (Rodehutscord et al., 1993).
Respecto a la taurina su influencia sobre el crecimiento de la trucha arcoiris es mas ambigua,
existen reportes como el de Page (1978) que concluyen: que en una dieta donde el aporte de AA
azufrados es adecuado, la taurina puede perjudicar el crecimiento de la trucha arcoiris y generar
incluso cataratas. En el estudio realizado por Gaylord et al. (2007) hacen evidente el beneficio de
la taurina sobre el crecimiento de trucha arcoiris alimentadas con proteina vegetal que es
deficiente en aminodcidos azufrados, lo cual sugiere que el efecto de la taurina puede diferir
segun el contenido de aminodcidos azufrados de la dieta. La taurina es sintetizada principalmente
en el higado, sin embargo sus tasas de sintesis varian de especie a especie. En el humano se sabe
que la sintesis de taurina hepatica es baja (Hayes y Sturman, 1981), y que a pesar de eso, este
organo es de los que mas acumula dicho aminoacido, observando disminuciones de su
concentracién en individuos con dietas bajas en taurina o en aminodcidos azufrados. En este
contexto, en el salmén del Atlantico, Espe et al. (2008) determinaron niveles de taurina en el
higado de salmones alimentados con dietas suplementadas con metionina y formuladas con un
alto contenido de proteina vegetal y concluyeron que con una correcta suplementacion de
precursores azufrados (Los niveles recomendados de metionina para el salmén del Atlantico es de
2.2 a 2.3 gramos de metionina por cada 100 gramos de proteina) no se afecta el contenido de
taurina hepatica, lo cual indicaria una sintesis adecuada de este aminoacido. Sin embargo en otro
estudio se expone la importancia de la taurina en la supervivencia de las células hepaticas del
salmon (Espe y Holen, 2012), lo cual sugiere que a pesar de que la taurina puede sintetizarse
adecuadamente en esta especie, existe un beneficio de su aporte exdgeno en la salud de dicho
organo. Otro aspecto que puede afectar los requerimientos de este aminoacido es la edad; en
especies marinas se sabe que la sintesis de taurina varia dependiendo de la etapa de desarrollo,

siendo en etapas mas tempranas un aminoacido semiesencial (Rhodes et al., 2011), en edades



tempranas de salmdnidos hay poca informacion al respecto y se desconoce si sucede asi. Respecto
a la composicién quimica corporal, se ha demostrado, que la taurina puede disminuir la
hipertriglicerihemia en mamiferos (Tsuboyama et al., 2006), y también genera un efecto positivo
en el crecimiento y la proporcién de mdusculo en trucha arcoiris (peso del filete/peso total)
(Gaylord et al., 2007). Los trabajos en trucha arcoiris y otras especies acuicolas han generado
expectativa sobre los beneficios de la metionina y la taurina en el crecimiento y composicién de las
truchas alimentadas con proteinas vegetales, ya que dichos aminodcidos podrian generar ademas
de un mejor crecimiento, una menor deposicién lipidica y mejorar la salud hepdtica, aspectos que
son afectados en peces alimentados con proteina vegetal. Por tal motivo el objetivo principal del
presente estudio fue el de evaluar los efectos de la suplementacion de ambos aminoacidos sobre
el crecimiento, composicién quimica corporal, actividad antioxidante de los hepatocitos vy
respuesta inmune no especifica en juveniles de trucha arcoiris alimentadas con un 100% de
proteina vegetal, con miras en mejorar el aprovechamiento de dietas con estas caracteristicas y

prescindir de fuentes proteicas tradicionales como la harina de pescado.
2. REVISION DE LA LITERATURA.
2.1 Sustitutos de la harina de pescado.

La alimentacién en las producciones acuicolas intensivas o semi intensivas puede representar
hasta el 60% de los costos de produccién (Moncada, 2000), lo cual genera una alta demanda del
sector sobre los alimentos formulados conforme aumentan estos sistemas de produccién. Hasta el
75% del costo de los alimentos balanceados proceden de las materias primas (Krishen et al., 2009),
de las cuales, han sido durante muchos anos grandes protagonistas los aceites y las harinas de
pescado. En la actualidad estos recursos son cada dia mas escasos debido a la presién ejercida por
la pesca en los mares, que ha disminuido las capturas de diversas especies incluida la anchoveta
que es una de las principales especies utilizadas en la elaboracion de harina de pescado
(Greenpeace México, 2010). Debido a esto, y a la presencia de economias mas fuertes como la
China que compiten por la importacidn de harina de pescado con el resto del mundo, paises como
México deben mirar hacia recursos proteicos alternativos. Uno de los recursos proteicos
alternativos son las harinas provenientes de semillas de uso agricola, las cuales tienen limitantes
como: diversos anti nutrientes, concentraciones de aminodcidos poco adecuadas para los

requerimientos de especies acudticas; baja digestibilidad de la proteina; antigenicidad de algunas



de sus proteinas (gluten, B conglicina etc.) y presencia de sustancias con actividad bioldgica cdmo
las isoflavonas (fitoestrégenos) (Yueming, 2002). Estos inconvenientes hacen que dichas materias
primas tengan que sufrir procesos térmicos o quimicos para eliminar algunos de estos
componentes, o en el caso de las deficiencias de aminodacidos se tenga que recurrir al uso de otra
fuente proteica o a la suplementacién con aminodcidos sintéticos, lo cual puede aumentar los
costos del alimento formulado con estas harinas limitando su inclusién en las dietas comerciales.
Un aspecto a destacar del uso de proteinas vegetales sobre las proteinas animales es el bajo
contenido de fésforo que se encuentra en ellas, lo que genera una disminucién de este elemento
en las aguas de desecho provenientes de las granjas disminuyendo el impacto ambiental (Médale
et al., 1998); ademas de no generar problemas de antagonismos o sinergismos existentes en la
absorcién de los minerales dietarios (Calcio y fésforo por ejemplo) cémo si lo pueden hacer
algunas harinas animales, cdmo la harina de pescado blanca (Satoh et al., 1987) o las harinas de
carne y hueso. Por otra parte, los fitatos, que es la forma cémo se almacena la mayor parte del
fosforo en la semilla de soya, pueden disminuir la absorcién de minerales (como Calcio y Zinc)
uniéndose a estos (Fredlund et al., 2006) generando signos de deficiencia en algunos organismos,
sin embargo, la concentracién de estos compuestos es disminuida durante los procesos quimicos
de aislamiento proteico. Otro aspecto positivo de las harinas vegetales es su costo y su
disponibilidad, en general, estas harinas son baratas y faciles de encontrar ya que la industria ha
generado una amplia gama de productos elaborados a partir de las principales especies vegetales
cultivadas (maiz, soya, trigo, frijol etc.). Actualmente productos procesados de soya, como el
concentrado de proteina de soya (CPS) y el aislado de proteina de soya (APS), tienen precios
similares a los de la harina de pescado (APS 2.5-3.2 USD /Kg, CPS 1.5 USD/kg; en tanto que la
harina de pescado 1.85-2 USD/kg), sin embargo, la harina de pescado (HP) se pronostica que
seguird aumentando en precio debido a su escases, lo cual hace que tanto el APS Y el CPS (debido
a su accesibilidad y precio) se utilicen cdmo constituyentes importantes de las dietas acuicolas
actuales y quiza futuras. El APS y el CPS son fuentes proteicas con una menor cantidad de anti
nutrientes debido a los procesos quimicos a los que son sometidas (Yueming, 2002), ademas,

presentan menos componentes no proteicos que afecten su digestibilidad.

Otro recurso proteico importante, son las algas, que superan en balance de aminoacidos a las
proteinas de origen agricola; tienen un alto contenido de vitaminas y contienen cantidades

variables de acidos grasos polinsaturados de importancia nutricional. De entre sus limitantes se



encuentran: el contenido de polisacéridos no digestibles, algunos desbalances minerales (Henry,
2012) y el precio tan elevado de algunos de estos recursos, este Ultimo aspecto y la poca cantidad
en el comercio de estas fuentes proteicas lo convierten en un recurso que rara vez se incluye en
dietas comerciales. Las harinas de origen animal, principalmente subproductos de los mataderos,
son disponibles cdmo fuente de algunos aminodcidos que se encuentran en poca cantidad en las
proteinas vegetales, sin embargo, las de mayor calidad tampoco son recursos baratos, y pueden
tener cantidades elevadas de algunos minerales, afectando la salud de los organismos (Tacon,

1992) pudiendo contribuir a contaminar el ambiente.
2.2 La soya y la espirulina en la alimentacién de peces.

La harina de soya y sus formas mas refinadas cémo el concentrado (CPS) o el aislado de proteina
de soya (APS) ya son usadas en la formulacién de alimentos acuicolas desde hace varios afios, sin
embargo, su inclusion depende en gran medida del proceso recibido durante la elaboracién de
dichos alimentos. La harina de soya en alimentos extruidos puede sustituir hasta 25% de la harina
de pescado sin generar afeccidén sobre el crecimiento de los organismos (Barrows et al., 2007),
usando CPS se pude disminuir la inclusion de harina de pescado (HP) hasta representar solo el 25%
de la proteina dietaria generando un crecimiento adecuado en la trucha (Médale et al., 1998). El
APS puede incluirse cdmo Unica fuente de proteina en alimentos extruidos con una adecuada
suplementacion de aminodcidos (Scott et al., 2012), ya que a pesar de que el APS tiene un alto
contenido de proteina, la concentracién de algunos aminodcidos esenciales (metionina y lisina) no
es adecuada para muchas especies acuaticas, lo cual hace necesaria la suplementacién de
aminodcidos sintéticos o el uso de otras fuentes proteicas. La mezcla de diferentes fuentes
proteicas es una estrategia para mejorar el aprovechamiento de la proteina dietaria, ya que las
deficiencias de aminodcidos no son siempre las mismas en las diversas fuentes proteicas, sin
embargo, en pocos casos se ha logrado cumplir los requerimientos de las especies acuaticas con
proteinas enteras. Existe un trabajo, realizado en trucha, donde una mezcla de proteinas vegetales
represento el 95% de la proteina dietaria, con solo una aportacion del 5% de harina de krill (con la
intencion de ser un saborizante), generando resultados en crecimiento muy similares a una dieta

formulada con harina de pescado (Yuexing et al., 2012).

Respecto a la espirulina, existe un trabajo que demuestra su posible uso cémo sustituto de la

harina de pescado hasta en un 50% (El-Sayed, 1994) sin generar diferencias en el crecimiento, el



cual se vio disminuido cuando se incluyé en 75% y 100% el polvo de espirulina. También se ha
usado esta alga como sustituto de la harina de soya en dietas para trucha arcoiris; hay un estudio
donde se sustituyd la harina de soya por polvo de espirulina en proporciones crecientes de 20
hasta el 80% sin afectar el crecimiento de los organismos; es importante sefialar que en dicho
estudio se utilizé la HP en una inclusidn fija y la inclusion de la espirulina no fue mas del 16% de la
proteina dietaria. Otros estudios donde se incluyd la espirulina en una concentracién del 10% total
de la dieta remplazando a la harina de pescado generé un crecimiento muy similar a la dieta no
suplementada (Ahmadzadenia et al., 2011), en algunos estudios, se menciona que una sustitucion
del 10 hasta 80% de espirulina por HP aumenta la ganancia de peso en carpa (Nasreen et al.,
2014); estos datos hacen pensar que la espirulina es una mejor fuente proteica que la soya para
peces de cultivo, y que ademas, puede sustituir en buena proporcion a la HP; debido a que la
espirulina es una buena fuente de aminodacidos (AA) esenciales para algunas especies acuicolas
ademas de tener una buena digestibilidad y ausencia de antinutrientes, sin embargo, el costo en el
mercado de la espirulina es su principal limitante, ya que este puede llegar en la actualidad hasta

los 80 USD/kg.
2.3 Aminoacidos limitantes y su suplementacién.

Todos los recursos proteicos contienen concentraciones variables de AA esenciales, los cuales,
pueden tener similitudes a los requerimientos de alguna especie, sin embargo, la proteina que
cubra el 100% de los requerimientos de AA esenciales de una especie dada no existe. La baja
concentracién de alguno de los AA esenciales respecto a los requerimientos de una especie limita
el uso del recurso para dicha especie (delimita su inclusion). En el caso de la mayoria de proteinas
vegetales se considera a la lisina y/o a la metionina cdmo los mas limitantes (Tacon et al., 1983) y
suelen ser suplementados en alimentos formulados con estas fuentes proteicas. Es importante
recordar que la deficiencia de AA esenciales provenientes de la dieta puede suprimir el
crecimiento de los organismos, al igual el exceso de algunos de estos AA puede generar la misma
consecuencia, por tal motivo es que se busca acercarse lo mas posible a dichas demandas, usando
estrategias como la combinacion de diferentes fuentes proteicas y/o la suplementacién con

aminoacidos sintéticos.

Aunque la harina de pescado es capaz de sostener el crecimiento de muchas especies acuicolas

como Unica fuente de proteina, el efecto de la adicién de otros recursos proteicos aumenta el



desempefno de las dietas, lo mismo que la suplementacién de algunos AA, sin embargo, al
comparar las diferencias en las concentraciones de AA esenciales de muchas proteinas vegetales
se registran deficiencias profundas (Cuadro 2.1) que deben ser resueltas para no afectar el
crecimiento de los organismos (Ketola, 1982), ya que si se utilizan estos productos en
concentraciones altas en los alimentos acuicolas; se ha visto un cese del crecimiento en muchas

especies (Yueming, 2002).

La suplementacién con aminodcidos sintéticos es necesaria cuando se utilizan recursos proteicos
vegetales (ya sean solos o en combinacién), sin embargo, como anteriormente se habia
mencionado, la concentracion de dichos AA debe ser muy especifica para evitar problemas en el
desarrollo de los organismos, lo que implica el conocer la concentracién de AA esenciales de las
materias primas y si es posible hasta su digestibilidad, para calcular la cantidad adecuada que debe

ser incluida.

Cuadro 2.1. Contenido de aminodcidos esenciales de algunas fuentes proteicas y requerimientos

de aminoacidos esenciales en salmédnidos g/100 g de proteina

Aminodcidos Harina de soya Mezcla vegetal Concentrado de  Requerimientos
proteina de (Salménidos
pescado NRC)

Arginina 7.6 7.2 6.3 6.0

Histidina 2.4 2.4 2.1 1.8

Lisina 6.4 6.3 8.8 5.0

Met + Cist 3.1 31 3.6 4.0

Triptofano 1.3 1.3 1.0 0.5

Fen + Tir 9.4 9.2 7.9 5.1

Leucina 7.6 7.7 8.4 3.9

Isoleucina 5.2 5.2 5.5 2.2

Valina 5.4 5.4 6.3 3.2

Treonina 4.0 4.1 4.1 2.2

(Ketola, 1982)

Un error al suplementar fuentes alternativas de proteina es solo considerar la ganancia de peso de

los organismos, ya que existen otras respuestas relacionadas a la importancia de los aminodacidos
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en diferentes tejidos que se veran alteradas ante un aporte deficiente, debido a esto, estudios
qgue ofrezcan datos de la retencién de los aminodcidos en los organismos, asi como el
funcionamiento de los sistemas dependientes de estos, pueden servir cdmo un referente mas
fidedigno de los requerimientos reales. Un aporte suboptimo puede generar: cambios en la
composicion del individuo, menor rendimiento de la canal, cambios en la respuesta inmune y

susceptibilidad a enfermedades.
2.4 Importancia bioldgica de los aminoacidos azufrados

Los aminodcidos azufrados son la principal fuente de azufre para los vertebrados y su importancia
radica en todos los procesos donde este elemento esta involucrado. Algunas funciones, de este

elemento, en el organismo son:

e La formaciéon de puentes di sulfuro para la estructuracion de multiples proteinas

estructurales o con actividad bioldgica.
e Transporte de electrones (proteinas hierro/azufre)

e Compuesto necesario para vitaminas del complejo B como tiamina y biotina.

Influencia sobre la capacidad antioxidante celular (cisteina aminoacido clave en la sintesis

de glutatidn)

Sintesis de acetil coenzima A

La amplia gama de funciones del azufre hace que la presencia de este compuesto sea vital para
garantizar el adecuado desarrollo y supervivencia de los organismos. Aunque existen algunos
mecanismos compensatorios para tolerar algunas deficiencias de aminoacidos azufrados, un
aporte insuficiente de estos generard cambios patolédgicos en diversos érganos y sistemas, por
ejemplo, la formacidn de condroitina y colageno puede verse limitada (Silve, 2000); también la
produccién de glutation, afectando la capacidad antioxidante de muchos tejidos, que de entre los
mas sensibles se encuentra la retina, la cual puede verse seriamente afectada en su funcionalidad

ante una deplecién de los aminodcidos azufrados (Cowey et al., 1992).

Los aminodcidos azufrados son importantes en el funcionamiento hepatico, ya que estos, estan
involucrados en diversos procesos metabdlicos que se llevan a cabo en el higado como son: la

sintesis de fosfatidilcolina a partir de etanolamina; sintesis de creatina; sintesis de cisteina; sintesis
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de glutatiéon (Scott, 1998) y la detoxificacion. En todos estos procesos actian productos de la
degradacion de metionina, que si bien no es una actividad exclusiva de los hepatocitos, si es el
lugar donde la mayor parte de estos compuestos se metabolizan. Mencién aparte merece la
taurina, otro producto de la degradacidon de la metionina y cisteina, este aminoacido esta
involucrado en la generacion de sales biliares y eliminacién del colesterol en el higado. Cémo es de
esperar en el tejido hepatico existen altas concentraciones de compuestos azufrados, e incluso, es
fuente de productos de la degradacién de estos aminodacidos que tienen importancia bioldgica en

otros sistemas o células (Hayes, 1981)

En el tejido muscular existe evidencia del beneficio de los aminoacidos azufrados sobre la sintesis
proteica. Este proceso se vera favorecido por la metionina, ya que, es el aminoacido de iniciacion
de la traduccién en todas las células eucariontes. Esta actividad no es Unica para el musculo pero
debido a que este es el tejido que se comercializa en todas las especies cdmo fuente de proteina
es el mas notorio; hay un estudio realizado en cultivos de células musculares que confirma que la
metionina puede influenciar el contenido de proteina muscular siempre y cuando se encuentre en
concentraciones adecuadas al requerimiento (Métayer-Coustard et al., 2010). De una forma
menos directa la metionina provee de un compuesto vital para la utilizacion de ATP a nivel
muscular; la fosfocreatina la cual, es sintetizada en musculo mediante ATP y creatina procedente

del higado, en el cual la metionina y la arginina son cruciales para su sintesis.

En otras formas, como N acetil cisteina, los aminoacidos azufrados pueden ejercer un rol
importante cdmo moléculas con actividad antioxidante, manteniendo la integridad muscular y
aumentando su desempefio durante el ejercicio (Zembron-Lacny et al., 2009) ademas, la taurina,
la cual se encuentra en concentraciones considerables en el tejido muscular, juega un papel
importante en la estabilizacion de membranas celulares (Shcaffer et al., 2010) y en la sensibilidad
de este tejido a la insulina, hormona que regula el anabolismo muscular (Carneiro et al., 2009).
Estudios recientes han demostrado un efecto de la taurina sobre la sintesis de proteinas
contractiles en ratones, relacionando este efecto a la modulacion de la concentracion de calcio

intracelular generada por este aminoacido (Horvath, 2011).

Respecto al sistema inmune, los compuestos azufrados que favorecen la capacidad antioxidante
como: el glutatién, la taurina y otras sustancias con grupos tiol (Atmaca, 2004), pueden

incrementar la capacidad de formacidn de radicales libres por parte de las células fagociticas
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impactando sobre la respuesta inmune no especifica. En el caso de la taurina las cloraminas que
esta puede formar, con los hipocloritos producidos en el estallido respiratorio de los fagocitos,
pueden actuar como moduladores de la respuesta inmune disminuyendo la liberacion de
interleucinas y otras sustancias proinflamatorias (Park et al., 1993). Otros compuestos azufrados,
como la homocisteina, pueden generar efectos adversos en la liberacion de sustancias
proinflamatorias, lo cual puede generar dafio a diversos tejidos (Suresh y Leighton, 2009); estas
caracteristicas otorgan un caracter ambivalente al efecto de los compuestos azufrados sobre las
células fagociticas, por lo cual, su adecuada concentracidn influird de forma importante en la

actividad inmunolégica.

Las células del sistema inmune son principalmente captadoras de AA presentes en la poza
plasmatica, y la acumulacién de ciertos aminoacidos o sustancias derivadas puede cambiar segun
el estado metabdlico de estas. Asi por ejemplo, durante el estallido respiratorio, los fagocitos
pueden aumentar su captaciéon de glutation hasta 10 veces mas que en un estado no activado

(Seres et al., 2000).
2.5 Metabolismo de compuestos azufrados.
2.5.1 Captacién celular de metionina y taurina

En mamiferos las células tienen un amplio rango de mecanismos para transportar los aminodcidos
a través de las membranas plasmaticas (Palacin et al., 1998), los transportadores han sido
clasificados en distintos sistemas, segun su especificidad de sustrato; mecanismo de transporte y
propiedades regulatorias (Hyde et al., 2003). La concentracion intracelular de aminoacidos puede
ser mayor o igual a la concentracién en el fluido extracelular, y muchos mecanismos de transporte
activo son utilizados para mantener dichas concentraciones (Hyde et al., 2003). Una gran cantidad
de estos transportadores de aminoacidos son dependientes de sodio para, generar un cambio en
la polarizacién de membrana e interiorizar los aminodcidos (Christensen, 1990). La actividad de la
bomba sodio/potasio ATPasa ayuda a mantener el gradiente transmembranal de sodio en
equilibrio; otras actividades de transporte dependen de otros iones como: K, Hy OH (Broer, 2002).
Un movimiento neto de carga eléctrica ocurre durante el transporte de ciertos aminoacidos el

cual, afecta directamente el potencial de membrana.

El consumo de un aminodcido en un tipo celular especifico puede llevarse a cabo por diferentes

sistemas, por ejemplo, la glutamina puede ser transportada en el hepatocito por al menos 2
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transportadores activos secundarios (Sistema A y N) y también por el sistema ASC (Bode, 2001).
Para el caso de la metionina los transportadores identificados son: el sistema A, el PHE, el BY, y* L
sodio-dependientes y el b° y L sodio-independientes (Hyde et al., 2003). Estos transportadores
estaran presentes, y tendrdn menor o mayor relevancia segun el tipo celular, por ejemplo, el

sistema BP es utilizado principalmente por blastocitos y en el borde de cepillo de los enterocitos.

Para el caso de la taurina el principal sistema implicado en su obtencién es el sistema BETA,

mediante el transportador Taut, el cual es dependiente de sodio (Hyde et al., 2003).
2.5.2 Absorcion intestinal de aminoacidos azufrados

La metionina al igual que todos los aminoacidos neutros es transportada al interior del enterocito
por el sistema B° (dependiente de sodio) y por el sistema L (independiente de sodio) en humanos
(Gropper y Smith, 2009); el transporte de la metionina en aves, que utiliza otros sistemas, puede
incrementarse hasta 4.5 veces con el aumento de sodio, desde una concentracion de 1 a 100 mM
lo cual indica una elevada importancia de los mecanismos dependientes de sodio en la absorcidon
de este aminodacido (Soriano et al., 1998). En peces marinos existen también sistemas de
transporte dependientes e independientes de sodio, sin embargo, en estas especies, parece que el
sistema dependiente es el que mds afinidad muestra a la metionina ademds, de compartir

funciones con la valina (Balocco et al., 1993).

El transporte de la metionina al espacio vaso lateral se realiza, en el caso del enterocito humano,
mediante otro sistema de transporte sodio-dependiente denominado A, asi mismo el sistema L,
opera en este lugar de la célula; liberando los aminoacidos absorbidos por el enterocito al plasma
sanguineo. En peces se ha demostrado que existe un sistema de transporte independiente de
sodio en la membrana vaso lateral del enterocito, y es responsable del transporte de los

aminoacidos del espacio intracelular al plasma (Storelli y Verri, 2008).
2.5.3 Absorcidén intestinal de la taurina

En los peces aun existe poca informacién sobre los transportadores intestinales de los diferentes
aminodcidos, sin embargo, en el humano se sabe que la taurina es absorbida en el borde de cepillo
mediante un transportador especifico denominado Taut que también, transporta a otro B-
aminodcido, la B-alanina. Este sistema es dependiente de cloro y de sodio. A bajas

concentraciones de taurina dietaria este sistema es el que prevalece, sin embargo, a altas
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concentraciones otros transportadores como el PAT1 (este ultimo dependiente de H*) adquieren

mayor importancia en la absorcién del aminoacido (Anderson et al., 2009).

La transferencia de la taurina a la parte vaso lateral del enterocito, ha sido poco descrita, no se
sabe exactamente el sistema involucrado aunque, podria tratarse de Taut ya que se ha

demostrado que su transporte es dependiente de sodio (Bréer, 2008).
2.5.4 Degradacién de la metionina

El catabolismo de este aminoacido se realiza principalmente en el higado, y esta establecido que
las reacciones principales son la transmetilacion y la transulfuracion (Finkelstein y Martin, 1986),
aunque existe también un proceso de transaminacién, a través del cual se forma 3-

metiltiopropionato (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Esquema de la particion de la metionina en el organismo (Scott, 1998).

La transulfuracidn se lleva acabo principalmente en higado, aunque también existe en el rifidn,
pancreas e intestino, y consiste en que la metionina sea transformada a S-adenosil metionina
mediante la enzima metionina adenosiltransferasa (MAT) y ATP. Después de la donacion del grupo
metilo la S-adenosil metionina se transforma en S-adenosil homocisteina, y mediante la enzima
adenosilhomocisteinasa se transforma en homocisteina, molécula clave en la transformacién de
metionina a cisteina (Baker, 1977), ya que esta puede seguir dos rutas: una re metilacién para
formar de nuevo metionina o la transformacién a cistationina a través de la enzima cistationina

beta sintasa (CBS); la cistationina es finalmente transformada en cisteina por medio de la
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cistationasa. La transformacién de homocisteina a cisteina es un proceso irreversible en los

vertebrados (Finkelstein y Martin, 1986).

La cisteina cumple diversas funciones en el organismo, incorporada en proteinas o de forma libre,
y en el higado puede almacenarse un poco en forma de glutation (Yokoyama y Nakazoe, 1992). La
cisteina forma parte de moléculas muy importantes como la coenzima Ay el glutatién. Este ultimo
tiene un papel importante en la formacion de leucotrienos, y también puede funcionar como un

mecanismo de transporte de cisteina hacia el higado y rifiones.

El compuesto tiol en la cisteina le confiere a esta una gran reactividad, el grupo tiol es el
equivalente al grupo alcohol OH pero con azufre, este se puede oxidar formando cistina y
homocistina, de ahi su importancia en las reacciones Redox (Atmaca, 2004). La degradacién de
este aminoacido puede seguir también 2 rutas distintas; después de ser oxidado a cisteinsulfinato,
puede degradarse por transaminacion generando piruvato, sulfato y amonio, o mediante un
proceso de descarboxilacion generar taurina (Daniels y Stipanuk, 1982); (De La Rosa y Stipanuk,
1985). Alrededor del 70% del exceso de cisteina es transformada en taurina en ratas (Daniels y
Stipanuk, 1982) sin embargo, esta cantidad puede variar en distintas especies y en algunas de ellas

puede ser extremadamente baja.

La metionina en su forma S-adenosil metionina es un importante donador de metilos, estos grupos
metilos estan involucrados en la sintesis de creatina, de fosfatidilcolina, poliaminas y de ADN
metilado. La particidn de la metionina en el organismo dependera de la cantidad de sustancias
donadoras de metilo presentes en la dieta, tales como: la colina, la betaina y el tetrahidrofolato,
las cuales determinaran la remetilaciéon de la S adenosilmetionina; permitiendo que quede mas
metionina para otras funciones (Figura 2.2). Ante una falta de estos grupos donadores de metilo
los requerimientos de metionina se pueden elevar, y con una deficiencia ain mas grave puede
generarse un aumento de la homocisteina en plasma (Obeid, 2013), produciendo trastornos en el

proceso de metilacion ya que, este compuesto es un fuerte inhibidor de las metiltransferasas.
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Figura 2.2. Proceso de donacidon de metilos y re metilacién de la metionina: Enzimas en marcos azules
MTHFR= Metileno tetrahidrofolato reductasa, GNMT= Glicina N-metiltransferasa y PEMT= Fosfatidil
etanolamina N-metiltransferasa (Brosnan y Brosnan, 2005)

2.5.5 Regulacion del metabolismo de la metionina

Los medios mas importantes por los cuales el metabolismo de la metionina es regulada son: 1) La
regulacion alostérica de S-Adenosil metionina (SAM) y 2) la regulacion de la expresion genética de
enzimas clave, donde SAM ejerce efectos fuertes sobre diferentes loci. Metionina adenosil
transferasa (MAT) la enzima responsable de la formacién de SAM tiene una alta afinidad por la
metionina, y tiene una alta capacidad para remover el exceso de metionina, esta enzima exhibe
una retroalimentacion con su producto SAM (Cabrero et al., 1987); esto hace que la eliminacién de
metionina sea muy sensible a la concentracién de la misma (Martinov et al., 2000). SAM es un
activador alostérico de la cistationina beta sintasa (CBS) y un inhibidor alostérico de la Metileno
tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) (Finkelstein, 2001). La elevaciéon de SAM promueve la
transulfuraciéon (degradacion de metionina) e inhibe la re metilacidn (conservacion de metionina).
Muchas de las enzimas involucradas en el catabolismo de la metionina aumentan con la ingestidn

elevada de proteina (Finkelstein, 2001).

En adicion a esto, la transulfuracidén provee de cisteina para la sintesis de glutation sin embargo, la

sintesis de glutation a partir de cisteina es limitada, concentrando la cisteina restante en un gran
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numero de células. Al menos la mitad de la cisteina requerida proviene de la transulfuracidon aun
en presencia de concentraciones fisioldgicas de cisteina (Mosharov et al., 2000). La transulfuracién
es sensible al balance de prooxidantes y antioxidantes, los peréxidos incrementan Ia
transulfuracién y los antioxidantes la minimizan (Vitvitsky et al., 2003). La regulacién redox ocurre
a nivel de la CBS la cual contiene un grupo hemo que sirve de sensor del estatus oxidativo

(Banerjee y Zou, 2005).
2.5.6 Sintesis de taurina

La taurina es sintetizada a partir de cisteina, y se realiza en varios érganos, de los principales se
consideran al cerebro y el higado, este ultimo de gran variabilidad entre las especies (Hayes,
1981). La taurina se puede generar por medio de dos vias diferentes, una es la transformacién de
la cisteina a acido cisteinosulfinico (Figura 2.3), para posteriormente ser transformado a acido
cistéico y ser descarboxilado para formar taurina, y la segunda via, en la cual la cisteina sufre una
oxidacion enzimatica por medio de la cisteina dioxigenasa transformandola a 4cido
cisteinosulfinico, posteriormente la enzima acido sulfinico descarboxilasa transforma el acido
cisteinosulfinico en hipotaurina, finalizando con la transformacién a taurina por la enzima
hipotaurina deshidrogenasa. En todo este proceso la molécula es oxidada, descarboxilada vy al final
adquiere un proton, quedando un aminoacido sin grupo carboxilo y con un grupo sulfénico. La
enzima de mayor importancia en el proceso de sintesis de la taurina es la acido sulfinico
descarboxilasa (CSAD), y esta se toma como referente de la capacidad de un tejido para generar
taurina (Hayes, 1981), sin embargo, esta puede variar a diferentes edades y entre diferentes
especies; donde los individuos mas jovenes y las especies carnivoras pueden tener una capacidad
inferior de sintesis. La CSAD requiere piridoxal 5 fosfato como coenzima (Sturman, 1978) lo cual,
genera que una deficiencia de vitamina B6 afecte negativamente la sintesis de taurina. Algunas
hormonas pueden influir la sintesis de taurina. Los machos tienen una mayor actividad de la CSAD
hepatica que las hembras y es un hecho demostrado que el estradiol inhibe la actividad de esta
enzima (Jacobsen et al., 1968), la tiroxina también disminuye la actividad de la CSAD, generando
concentraciones elevadas en los tejidos en ciertos estados patoldgicos como el hipotiroidismo
(Heinonen, 1975). La hidrocortisona incrementa la actividad de la CSAD, y al mismo tiempo, inhibe
la conjugacidn de la taurina en sales biliares (Jacobsen et al., 1968). También se ha documentado

el efecto de la taurina sobre hormonas, por ejemplo, en la hormona del crecimiento (por sus siglas
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en ingles GH) la cual, puede aumentar su concentracion plasmatica en ratas alimentadas con

cantidades elevadas de taurina (Mantovani, 1979).

Cistina
\ / H,S

CISTEINA
Proteinas ¢«——»
\ Acido B
mercaptopirdvico
Acido - 5 Piruvato

cisteinosulfinico

.
Ipotaurina ———>  Sulfinaldehid

Acido
cistéico -

TAURINA

Figura 2.3. Esquema de la sintesis de taurina y degradacidn de cisteina: Enzimas en globos azules (Hayes,

1981)
2.5.7 Excrecion renal de metionina

Los aminoacidos que son absorbidos en el intestino, una vez que llegan a circulacién, pueden ser
excretados o reabsorbidos por las células de los tubulos renales las cuales, tienen los mismos o
similares transportadores que los enterocitos (Broer et al., 2004). Su concentracion en el filtrado
final dependera de las concentraciones de diversos electrolitos asi como de la concentracién del

mismo y otros aminodcidos en el lumen del tubulo. Para el caso de la metionina, el transportador
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qgue se conoce es el B° el cual es similar al que se encuentra en el borde de cepillo de los
enterocitos, y al igual que este es dependiente de sodio. En la parte vaso lateral de las células de
los tubulos renales, un sistema parecido al L es el principal encargado de transferir dicho
aminodcido del epitelio del tubulo renal al plasma en la membrana vaso lateral (Broer, 2008). Bajo
condiciones normales de consumo de metionina mas del 90% de este aminodcido es retenido en
el organismo (Shils et al., 2006) y utilizado en los procesos de transulfuracién, transmetilacion, re
metilacion y sintesis de proteinas. Mucha de la metionina es excretada en otras formas, como

azufre inorganico o como algin compuesto formado a partir de su degradacion.
2.5.8 Excrecidn renal de taurina

La taurina es excretada tal cual en los tubulos renales y ejerce cierta funcion de osmolito (Uchida
et al., 1991), ya que su distribucidn en estas estructuras puede variar en las diferentes porciones
de la nefrona que estdn expuestas a un mayor estrés osmotico. La taurina también puede ser
excretada en el intestino en forma de acido tauro cdlico, la cual, tiene alta relevancia en la
digestibilidad de los lipidos, especificamente, en la actividad de las lipasas pancreaticas ya que esta

sal biliar facilita (ain mas que los conjugados con glicina) la solubilidad de los lipidos.

La reabsorcidén renal de la taurina se realiza por medio del transportador Taut, el cual, es
dependiente de sodio y cloro; la absorcion renal de este aminoacido puede ser inhibida por otros
B aminodacidos y el GABA (Broer, 2008). En los tubulos proximales la captacion de taurina es mayor
en la membrana apical, en los distales es mayor en la membrana vaso lateral, dicha diferencia se
debe al distinto estrés osmotico al que son sometidas estas estructuras. La taurina a diferencia de
otros aminodcidos no es reabsorbida en su totalidad por los tubulos renales, y su concentracién
plasmatica se regula a ese nivel, donde pueden expresarse o no los transportadores de dicho
aminodcido en las células de los tubulos renales, asi por ejemplo un individuo con una dieta
vegetariana que tiene un bajo aporte de taurina puede excretar 250 umol/dia en orina, mientras
un individuo omnivoro excretara 400 umol /dia (Rana y Sanders, 1986), (Laidlaw et al., 1988) ya
gue esta reabsorcidn sera totalmente dependiente del aporte de taurina o precursores azufrados
en la dieta. En la rata, por ejemplo, la concentracién de taurina en plasma y en orina puede ser la
misma en condiciones de un aporte dptimo de taurina dietaria o precursores azufrados. Otros

factores que pueden afectar la excrecion renal de taurina es el Zinc, ya que, este mineral estd
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involucrado en la oxidacion y la movilizacion de la taurina de diferentes tejidos (Anthony et al.,

1971).
2.5.9 Excrecion renal de sulfatos

Los sulfatos son filtrados libremente a través del glomérulo renal, y son reabsorbidos solo entre el
5y el 20%; el resto es excretado en orina (Silve, 2000). La captacion de sulfato tubular estd a cargo
de un sistema de transporte acoplado a sodio (Murer et al., 1994), y una vez dentro de la célula
tubular los sulfatos salen por medio de un intercambio anidnico. Actualmente se tienen
identificados los dos transportadores de sulfato: el NaSi-l y el sulfato/oxalato-bicarbonato
intercambiador anidénico (Sat-1) (Markovich et al., 1993), que estan implicitos en este proceso
fisioldgico. Estos transportadores estan localizados en la membrana apical y vaso lateral de las

células de los tubulos renales.

Hay algunos indicios que hacen pensar que la vitamina D juega un papel importante en el
metabolismo de los sulfatos, ya que, se han encontrado cambios en la agregacién de los sulfatos
en la matriz del cartilago de crecimiento en ratas con deficiencia de vitamina D (Fernandes et al.,
1997), ademas de que el intestino y el rifidn que son los principales érganos responsables de las
concentraciones de sulfatos extracelulares son también el blanco principal de la vitamina D (Murer
et al,, 1994). Un trabajo en ratas deficientes en vitamina D, ha demostrado, que el déficit de dicha
vitamina genera un aumento de la excrecién urinaria de sulfatos (Fernandes et al., 1997), lo cual

evidencia la importancia de la vitamina sobre la retencidn de sulfatos.

El exceso de desechos provenientes de compuestos azufrados en el organismo puede traer
algunas consecuencias adversas, una de las mdas importantes es la acidosis, debido entre otras
cosas a la perdida de carbonatos generada durante le elevacidn de acido sulfhidrico H,S. Dicha
acidosis se ha observado en aves alimentadas con un exceso de cisteina, en las cuales la acidosis

puede tornarse letal (Ryan y Baker, 2008).
2.6 Requerimientos de aminodcidos azufrados en peces
2.6.1 Metionina y Cisteina

La Metionina es el Unico aminoacido azufrado esencial y principal fuente de azufre para los
vertebrados, el resto de sustancias organicas que contienen azufre derivan de este aminoacido
esencial, como: cisteina, cistina, a ceto-Y-metiltiobutirato, a hidroxi-Y-metiltiobutirato.
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Homocisteina, cistationina, s-adenosilmetionina, taurina, d4cido cistéico, acido lipdico, acetil
coenzima A, glutatién, condroitina, fibrinégeno y heparina (Baker, 1977). La metionina pertenece

al grupo de los aminodcidos no polares sin carga, y debido a su grupo R, es poco soluble en agua.

La metionina es de los principales aminodcidos limitantes de muchas harinas, incluyendo la de
pescado (Cowey et al., 1992), y es de gran relevancia, ya que sus roles bioldgicos incluyen: ser el
constituyente principal en la sintesis de proteina; donador de grupos metilo y ser precursor de
cisteina y taurina, AA azufrados que entre otras funciones tienen la de proteger a la célula de
radicales libres. En este contexto la metionina puede generar importantes cambios en la

composicion de los organismos y sobre su estado de salud.

Existe considerable literatura al respecto de los requerimientos de metionina para la trucha
arcoiris, que han utilizado diferentes métodos para evaluar dichos requerimientos; desde las
pruebas de crecimiento dosis — respuesta; las que involucran presencia de cambios patolégicos; las
predictivas basadas en la composicién de los organismos y las que involucran concentraciones
plasmaticas de amonio y del aminoacido en estudio. Estos trabajos han llegado a resultados
distintos (influidos también por componentes ambientales o inherentes al organismo), pero que se
asemejan. Aunque el requerimiento de metionina varia desde 0.5 hasta 1.1% de la dieta (Kim et
al., 1992), (Rumsey et al., 1978), el requerimiento de aminodcidos azufrados en promedio es del
1% de la dieta (Cuadro 2.2), considerando que el Unico esencial es la metionina una concentraciéon
de 1% es adecuada para el desarrollo de la trucha (Walton et al.,, 1982). Esta cantidad de
metionina, sin embargo, es muy dificil de encontrar en las fuentes proteicas, por tal motivo, la
inclusién de cisteina en las dietas pueden disminuir el requerimiento de metionina hasta un 50%,
esto debido al hecho de que un uso muy importante de la metionina es servir como precursor de
la cisteina, que también, se ha discutido sobre las cantidades adecuadas de inclusion, las cuales
tienen un rango desde 0.3 hasta 0.5% (Rumsey et al., 1978; Kim et al., 1984). Una investigacion
reciente donde se midieron concentraciones plasmaticas de metionina y amonio en truchas
alimentadas mediante sondas con una inclusién de cisteina al 0.5% encontraron, que la
concentracién adecuada que no genera aumentos en el amonio plasmatico pero si un aumento
significativo en la concentracion de metionina era la de 0.6% (Jun-Young et al., 2011), la cual
coincide con algunos autores que obtuvieron un resultado similar mediante pruebas de

alimentacién que midieron crecimiento como respuesta (Cowey et al., 1992).
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Cuadro 2.2. Requerimientos de aminodcidos azufrados para trucha arcoiris

Metionina Cisteina TAA Referencia

1.0 0 1.0 Walton et al., (1982)
1.1 0.3 1.4 Rumsey et al., (1978)
1.0 0.5 1.5 Kim et al., (1984)

0.6 0.2 0.8 Cowey et al., (1992)
0.5 0.5 1.0 Kim et al., (1992)

Los datos estan en porcentaje (%) de la materia seca (Scott, 1998)

De entre los factores que pueden afectar los estimados de los requerimientos de la trucha, una de
los mas importantes es la edad, la (NRC, 2011) tiene unos estimados obtenidos mediante un
modelo factorial de los requerimientos de AA esenciales en trucha arcoiris de diferentes pesos, en
donde, para organismos de 0.2 a 20 gramos se calculé un requerimiento del 1.32% de la dieta de
AA azufrados, mientras que, para organismos de 20 a 500 gramos el modelo dio un resultado de
1.23 %, y para los individuos de 500 a 1500 gramos un requerimiento del 1.1%. Estos datos nos
muestran que en organismos de menor talla (mds jévenes) los requerimientos de aminodcidos
pueden ser mas altos que los que se han calculado para organismos mas pesados (adultos), motivo
por el cual dependiendo de la talla los organismos pueden responder de forma distinta a una
misma suplementacion. Otros factores que pueden afectar estas estimaciones es la composicion
de la dieta (Bureau y EncarnaCao, 2006), principalmente la energia la cual afecta la utilizacién de
los aminodcidos; las fuentes de proteina también pueden afectar ya que la digestibilidad de los
aminodcidos puede variar mucho entre los distintos recursos proteicos. Por ultimo la temperatura
es otro factor que puede influir en el aprovechamiento de las dietas debido a que los
requerimientos de proteina son distintos en una misma especie a diferentes temperaturas (Sliger

et al., 1997).
2.6.2 Taurina

La taurina es un 4cido sulféonico el cual se genera a partir de cisteina, algunos autores no lo
consideran propiamente un aminodcido al carecer de grupo carboxilo, sin embargo, también se
describe con un B aminodcido que se encuentra de forma libre y en raras ocasiones asociado a

pequefios péptidos, el cual es abundante en los tejidos animales (El-Sayed, 2013). En algunos
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animales carnivoros como el gato, la taurina es un aminoacido esencial, y en otras especies como
los primates puede ser un factor condicionante del crecimiento (Hayes, 1981). En peces dulce-
acuicolas por lo general se considera un aminodcido no esencial, que sin embargo, puede tener
algunos efectos benéficos al ser incluida en las dietas, como una mayor produccién de acidos
biliares, enzimas digestivas, mejor aprovechamiento de la energia dietaria, mayor actividad
inmunoldgica etc. (El-Sayed, 2013). Aun asi una concentracion adecuada de precursores azufrados
como la metionina o la cisteina bastan para generar una concentracién adecuada de este
aminoacido (Espe, 2008), lo cual hace que la taurina suplementada solo cobre importancia en
dietas cuyo aporte de AA azufrados es baja, como las dietas formuladas con proteina vegetal; ya
gue en dietas con un contenido adecuado de AA azufrados la inclusion de taurina puede incluso

reducir el crecimiento y desarrollar problemas oculares (Page, 1978).

En este contexto existe un trabajo que concluyo que la taurina en una concentraciéon de 0.5% es
necesaria para el correcto desarrollo de la trucha arcoiris alimentada con una dieta con proteina
vegetal (Gaylord et al., 2007), en otras especies como la carpa la suplementacién de taurina en 1.0
% y 5.0 % no generd diferencias en ganancia de peso ni en longitud, pero si generéd mejoras en la
composicion: reduccion de lipidos y un aumento en la concentracion de taurina en los organismos
(Liu et al., 2006), también en esta especie se encontrd que una suplementacién de 0.05% al 2.0%
generaba un aumento de la respuesta inmune no especifica y de la capacidad antioxidante (Qiu
Xiao et al.,, 2008). En salmédnidos, hay un estudio en cultivos de hepatocitos de salmdén del
Atlantico donde se demuestra que la taurina es un aminoacido importante para la sobrevivencia
de estas células (Espe y Holen, 2012). Tales estudios han generado expectativa respecto al uso de
la taurina como un recurso importante para mejorar el aprovechamiento de las dietas por las

especies dulce-acuicolas cultivadas.

En especies marinas caso contrario a las especies dulce-acuicolas se ha demostrado la importancia
de la taurina para generar un crecimiento adecuado en varias especies como el lenguado o la

cobia, en estas especies la taurina se considera condicionalmente esencial (El-Sayed, 2013) .
2.7 Importancia econémica de la trucha arcoiris

La trucha en el contexto mundial se integra dentro del grupo de salménidos. Como producto se
obtiene principalmente por técnicas de acuicultura en aguas dulces, salobres y marinas; asi

también en un menor grado por métodos de pesca (FAO, 2004).
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La FAO registro (segun informacidn facilitada por los paises productores) en 2004 un volumen total
de 2'856,718 toneladas. Siendo el salmén la especie mas importante, logrando una produccidn de

1’827,302 toneladas que representa el 64% del total (FAO, 2004).

En 2004 la trucha registré un volumen de 593,234 toneladas producidas en todo el mundo, de las
cuales 584,329 son de cultivo (98.5%) y 8,905 (1.5%) de captura. La trucha arcoiris, producida por
acuicultura, alcanzé en el mismo afio 504,876 toneladas, de las cuales 290,007 toneladas (57.4%)
son por cultivo en agua dulce y 203,385 (40.3%) por maricultura (FAO, 2004). La Trucha por su
volumen se encuentra posicionada en el lugar 19 de la produccion de especies acudticas en
Meéxico; sin embargo, por su valor la encontramos en el lugar 6 (segun datos de CONAPESCA,
2009). La tasa media de crecimiento anual de la produccidon en los ultimos 10 afios es positiva y es
de 2.11 %. El 76% de la produccién de trucha nacional proviene de la acuacultura con un valor
total para el afio 2009 de 288, 141, 000 pesos (CONAPESCA, 2009). La trucha se produce en su
mayoria en el Estado de México el cual representa el 46.6% de la producciéon nacional

(CONAPESCA, 2009).
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3. OBJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto de la suplementacidn de taurina y metionina, en una dieta formulada con un

100% de proteina vegetal, sobre el crecimiento y respuestas metabdlicas de juveniles de trucha

arcoiris (Onchorhynchus mykiss).

4. OBJETIVOS PARTICULARES.
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Determinar el efecto de la suplementacion de taurina y metionina, en dietas formuladas

con proteina vegetal, sobre el crecimiento en juveniles de trucha arcoiris.

Determinar el efecto de la suplementacion de taurina y metionina, en dietas formuladas

con proteina vegetal, sobre la condicién corporal en juveniles de truca arcoiris.

Determinar el efecto de la suplementacion de taurina y metionina, en dietas formuladas

con proteina vegetal, sobre la conversion alimenticia en juveniles de trucha arcoiris.

Determinar el efecto de la suplementacion de taurina y metionina, en dietas formuladas

con proteina vegetal, sobre la digestibilidad de la proteina en juveniles de trucha arcoiris.

Determinar el efecto de la suplementacion de taurina y metionina, en dietas formuladas
con proteina vegetal, sobre la concentracidén de proteina y lipidos en higado y en filete en

juveniles de trucha arcoiris.

Determinar el efecto de la suplementacion de taurina y metionina, en dietas formuladas

con proteina vegetal, sobre el indice hepatosomatico de juveniles de trucha arcoiris.

Determinar el efecto de la suplementacion de taurina y metionina, en dietas formuladas
con proteina vegetal, sobre la capacidad antioxidante de los hepatocitos en juveniles de

trucha arcoiris.

Determinar el efecto de la suplementacion de taurina y metionina, en dietas formuladas
con proteina vegetal, sobre la respuesta inmune no especifica en juveniles de trucha

arcoiris.

Determinar el efecto de la suplementacion de taurina y metionina, en dietas formuladas

con proteina vegetal, sobre el consumo de oxigeno en juveniles de trucha arcoiris.



e Determinar el efecto de la suplementacién de taurina y metionina, en dietas formuladas
con proteina vegetal, sobre la excrecién de fosforo y nitrégeno en juveniles de trucha

arcoiris.

5. HIPOTESIS.

La suplementacién de diferentes concentraciones de taurina y metionina en dietas formuladas con
proteina vegetal para juveniles de trucha arcoiris, permitird obtener mejoras en el crecimiento, en
la conversidn alimenticia y composicion quimica corporal con respecto a la misma dieta sin
suplementar, ademas de generar cambios en la capacidad antioxidante y la respuesta inmune no

especifica.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Formulacién y elaboracion de dietas

Se formulé una dieta con un 45 % de proteina y de 21.18 MJ EB, en la cual, los principales recursos
proteicos fueron el APS y PS, con un contenido de metionina de 0.6% y 0.7% de cisteina
procedentes de la dieta (Anexo 9). A partir de la formulacién basal se elaboraron seis dietas, cinco

con las suplementaciones que se presentan en la Cuadro 6.1 y una sin suplementar (Cuadro 6.2).

Cuadro 6.1. Suplementaciones de Metionina y Taurina de las dietas experimentales

Dieta Metionina (%) Taurina (%)
0T/100M 1 0

25T/75M 0.75 0.25
50T/50M 0.5 0.5
75T/25M 0.25 0.75
100T/0M 0 1

La cantidad de metionina (M) y taurina (T) se adiciond, segun el requerimiento de AA azufrados totales (NRC 2011)

Cuadro 6.2. Formulacién de la dieta basal y experimental

Ingrediente Dieta experimental (g/kg) Dieta basal (g/kg)
APS 392 401.5

PS 22 22.5

Aceite de higado de bacalao 50 50

Lecitina de soya 50 50

Pre mezcla vitaminica (Rovimix) 40 40

Dextrina 186 186

Gluten de trigo 150 150
Aminodacidos 10 0

Alfa celulosa 90 90

6.2 Primera prueba de alimentacién

La primera prueba de alimentacién se realizé en las instalaciones del laboratorio de produccidon
acuicola de la Facultad de Estudios Superiores (FES) Iztacala de la Universidad Nacional Auténoma

de México, las condiciones fisicoquimicas promedio del agua se muestran en el Cuadro 6.3.
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Cuadro 6.3. Condiciones fisicoquimicas del agua durante el experimento 1 (valores promedio +

desviacion estandar)

pH Temperatura O, disuelto

7.8%£0.5 17.2+x15¢C 5+1mg/L

Las dietas se suministraron a 270 organismos, con un peso inicial de 9.78g +2g, una longitud inicial
de 8.29cmz2cm y un factor de condiciéon K, de 1.1 +0.08. Se contd con 3 repeticiones por
tratamiento, quedando 15 individuos por tanque de 100 L. La racidn ofrecida correspondié al 5%
del peso de la biomasa por tanque (basados en las tablas de alimentacion de la dieta comercial del
Pedregal ®), y se ajustd segun los registros obtenidos por las biometrias. La duracién de la prueba
fue de 55 dias, realizandose biometrias cada 10 dias, que consistieron en pesaje (individual y por
grupo) y medicion de la longitud (individual). En el transcurso de la prueba de alimentacién se
contabilizé el alimento consumido diariamente, de igual forma la mortalidad fue registrada,
ajustando la racién por cada baja. Al finalizar la prueba, 10 organismos fueron seleccionados de
cada grupo para ser sacrificados mediante una sobredosis de Eugenol 400 ppm, y obtener las
muestras de tejido para determinar el contenido de: lipidos, proteina y el indice hepatosomatico.
Ademas de las muestras de tejido, de los organismos sacrificados, se tomaron muestras de suero
para el posterior andlisis de la actividad de la lisozima. Los organismos restantes se alimentaron a
saciedad con las dietas respectivas (a las cuales se adiciono 6xido de cromo Cr,05; Sigma-Aldrich
203068 al 1% como marcador) durante 5 dias extras, tiempo en el cual se extrajeron heces
(mediante sifoneo de los tanques) para obtener la digestibilidad aparente de la proteina de forma

indirecta por el método de marcador externo.
6.3 Segunda prueba de alimentacién

La segunda prueba de alimentacion se realizé en el rancho “Los alevines” ubicado en el municipio
de Amanalco de Becerra, Estado de México. Las condiciones fisicoquimicas del agua se muestran

en el Cuadro 6.4.
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Cuadro 6.4. Condiciones fisicoquimicas del agua durante el experimento 2 (valores promedio *

desviacion estandar)

pH Temperatura O, disuelto

7.2+0.2 15+0.5C° 4 +0.1 mg/L

Las dietas se suministraron a 490 organismos con peso inicial de 0.54g +0.1g y una talla inicial de
3.61cm+0.24cm, con 2 repeticiones por tratamiento, quedando 35 individuos por tanque de 500 L.
La racion ofrecida correspondié al 5% del peso de la biomasa por tanque, y se ajusté segun los
registros obtenidos por las biometrias. La duracion de la prueba de alimentacién fue de 70 dias,
tiempo durante el cual se realizaron biometrias cada 10 dias que consistieron en pesaje (individual
y por grupo) y medicion de la longitud (individual). Durante la prueba de alimentacion la
mortalidad fue registrada ajustando la racién por cada baja. Al finalizar la prueba 10 organismos
de cada grupo fueron sacrificados, mediante una sobredosis de Eugenol 400 ppm, para obtener las
muestras de tejido, para determinar: el contenido de lipidos, proteina, el indice hepatosomatico,
el estallido respiratorio de los macréfagos y la medicién de la capacidad antioxidante de los
hepatocitos. De los organismos restantes 5 fueron seleccionados por grupo para la obtencién del
consumo de oxigeno, excreciéon de fdésforo y nitrégeno mediante una cdmara herméticamente

sellada.
6.4 Parametros de crecimiento y sobrevivencia.

Para la obtencién de los pardmetros de crecimiento y sobrevivencia se utilizaron los datos

recabados en las biometrias a lo largo del periodo de alimentacion.

Para evaluar los efectos de las dietas en el crecimiento de los organismos se utilizaron las

siguientes formulas:

Ganancia en peso, GP = PF— Pl / Pl x 100 (PF=Peso final, PI=Peso inicial)
Tasa de crecimiento especifico, TCE = (logaritmo PF — logaritmo PI /t) x 100
Conversidn alimenticia CA = Total de |a dieta en peso seco (g) / GP (g)
Consumo = ((Alimento ofrecido-Alimento sobrante)/Alimento ofrecido)*100
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Condicidn corporal, K = (Peso en g/ Longitud en mm?3)*100000

Supervivencia, SV = (NFO / NIO) X 100 donde NIO= Numero inicial de organismos y NFO= Niumero

final de organismos.

Relacién talla-peso: se determind en base a la siguiente ecuacién: P= a*L®; donde P= peso del pez

(g); a= intercepto; b= pendiente; L= longitud del pez (cm)
6.5 Determinacion del Coeficiente de Digestibilidad Aparente de la proteina (CDA).

Para determinar CDA, se utilizdé la técnica de marcador externo Cr;0;, primero se cuantificé la
concentracion de cromo en las heces recolectadas durante los 5 dias de alimentacidon extras con
las dietas con marcador, para esto se realizd6 una digestién mediante acidos y calor segun la

técnica de (Furukawa y Tsukahara, 1966), y se utilizé la siguiente férmula:

%Cr,03 = Y -0.032/(0.2089/4)

Y= Absorbancia 350nm.

% Cr,0; = Porcentaje de 6xido de cromo.

Para calcular la digestibilidad aparente (DA) se utilizé la siguiente formula.

DA (%) = 100 — [(%CH/%CD) * (%NH/%ND)*100]

Dénde:

CH=Cromo en heces.

CD=Cromo en la dieta.

PN=Nutriente en heces.

PN=Nutriente en dieta

El contenido de proteina en heces se determind mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951)
6.6 Determinacion de consumo de oxigeno, excrecion de fosforo (P) y nitrégeno (N).

Para obtener el consumo de oxigeno, excrecién de fésforo y nitrégeno se utilizaron frascos
herméticos de 1 L de capacidad unidos en serie mediante mangueras de 0.5 cm de diametro, por
donde se hizo recircular agua proveniente de la entrada de los estanques, previa medicién de la
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concentracién de oxigeno, fésforo y nitrégeno. Después de llenar los frascos completamente, se
cerrd la entrada y la salida de los frascos y se introdujo a los organismos previamente pesados. Se
dejaron durante 30 minutos y se procedié a medir de nuevo la concentracidn de oxigeno, fésforo y
nitrégeno para determinar el consumo y excrecién. Este procedimiento se realizé a las 12 y 24

horas después de la alimentacidn.

Las muestras obtenidas durante la prueba anteriormente descrita se procesaron de acuerdo a las
técnicas de Nessler y de Molibdovanato (Clesceri et al., 1998) para N-NH3 y PO4 (ortofosfatos),
respectivamente. Para la determinacién de estos pardmetros se utilizd un espectrofotémetro
(HACH). El consumo de oxigeno se determind mediante el uso de un oximetro (YSI 85, YSI

Incorporated, Ohio, EUA).

6.7 Determinacion del indice hepatosomatico.

El indice hepatosomatico se determind mediante el pesaje del higado y la siguiente formula
IHS= indice hepatosomatico

Peso del higado en gramos *100/Peso del pez en gramos

6.8 Medicidn de la capacidad antioxidante de los hepatocitos

La medicion de la capacidad antioxidante se realizd, mediante un kit colorimétrico (QuantiChrom),
el cual utiliza como indicador la reduccién de Cu?" a Cu*. La forma reducida de cobre genera un
cambio de color cuantificado como unidades de absorbancia mediante un lector de placas de

ELISA con una longitud de onda de 570 nm.

Para la prueba se utilizé 20 pl de un homogenizado de higado en PBS 1X y centrifugacién a 14000

rpm durante 10 minutos para precipitar los restos sélidos.
6.9 Determinacion de lipidos en musculo e higado.

Para obtener la cantidad lipidos en el musculo e higado se utilizé la técnica reportada por Blight y

Dyer (Blight y Dier, 1959).
6.10 Determinacion de proteina en musculo e higado.

Para determinar la proteina en musculo e higado se utilizd la prueba de micro-Lowrry (Lowry et al.,
1951), utilizando 0.01g de muestra.
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6.11 Actividad de la lisozima en suero

Para determinar del contenido de proteina en plasma se utilizé la técnica de (Lowry et al., 1951).
Para la determinacion de actividad de la lisozima, se utilizé la técnica reportada por (Taoka et al.,,
2006); en la que muestras de suero, se mezclan con una suspensidon acuosa de Micrococcus
lysodeikticus (células liofilizadas, Sigma-Aldrich Chemical, MO, EUA) y se incuban a 25 C°, la
absorbancia se midié a 530 nm a 0.5, 4.5 y 20 min. La actividad de la lisozima se expresé como
unidades de actividad de la lisozima (U) y se define como la cantidad de enzima que causo un

decremento en la absorbancia (OD) de 0.001 por mg de proteina.
6.12 Estallido respiratorio de los macréfagos

La explosién respiratoria se ha demostrado en macréfagos y neutréfilos de diversas especies de
peces, y es un mecanismo microbicida del sistema de defensa innato. Para el analisis de la
explosién respiratoria se utilizé el ensayo de NBT (azul de nitrotetrazolio), para poner de
manifiesto la produccién de radicales oxidativos intracelulares en macréfagos previamente
aislados de rifidn mediante el método descrito por (Secombes, 1990); el cual consiste en un
tamizado de células del rindn anterior usando una maya de 100 micras, para posteriormente ser
incubados a temperatura ambiente durante 72 horas en microplacas de ELISA con el medio de
Leibovitz. Posterior a esto se agregd el NBT y se dejd incubar 1 hora para después ser leido en un

lector de placas de ELISA a 620 nm.
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6.13 Analisis estadisticos.

Los datos de crecimiento, digestibilidad de la dietas, capacidad antioxidante, composicion y
respuesta inmunoldgica obtenidos a los largo de las pruebas de alimentacidon se analizaron
utilizando el siguiente modelo Yij= u +Di +Eij, donde Yij= variable de respuesta, u= media general
Di= efecto del iesima dieta (i=6) y Eij= error aleatorio (j=2-3), para la comparacion de las dietas se
utiliz6 un ANDEVA de una variable, usando las medias de las repeticiones por tratamiento. La
comparacién de medias entre los tratamientos se evalué con una prueba de Tukey (Steel y Torne,
1980) considerando un alfa de 5% para cada grupo de comparaciones. Para estimar relaciones
entre las diferentes concentraciones de taurina/metionina y las variables de respuesta se realizé
un analisis de regresion multiple hacia atras utilizando como criterio el valor P<0.05. Las
regresiones de longitud-peso se realizaron utilizando los datos promedio de longitud y peso
obtenidos durante las biometrias y se utilizé una prueba t para determinar el tipo de crecimiento

mediante la siguiente ecuacidn: b-3/S, donde b= la pendiente y Sp= error estandar de la pendiente.
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7. RESULTADOS
7.1 Experimento 1
7.1.1Crecimiento.

Los datos muestran diferencias (p<0.05) en la longitud final, peso final, ganancia de peso y tasa de
crecimiento especifico; principalmente entre las dietas 50T/50M y 75T/25M vy las dietas control
(0T/OM) y 0T/100M, obteniendo estas ultimas los valores mas bajos (Cuadro 7.1). La dieta 100T/OM
generd un aumento de la ganancia en peso con respecto a la dieta control, y respecto a la dieta
0T/100M generd un aumento (p<0.05) tanto en longitud como en peso. En la condicidn corporal

(factor K) no se observaron diferencias (p<0.05) entre la dietas (Cuadro 7.2).

Cuadro 7.1. Efecto de la sustitucién Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal
sobre las variables productivas de juveniles de trucha arcoiris del experimento 1, Los valores son la

media + desviacion estandar

Suplementa
cién Lorfgitud .Pfes.o P.eso GP (g)! GPY%2 TCE?

Tau/Met final inicial final

0T/100M 135422 98t2  298°+115 20+ 11.5 204°+117 0.840.3
25T/75M 1497418 96825  39.77+10 209710 306" +106 17402
507/50M 15.4°+12 1018 45'+12.6 35.2°+12.6 360129 1.2°+0.2
75T/25M 15.4°+15  9.7%2.2 42.8°+10 33"+ 11 337°£122 1.1°+0.2
100T/0M 157415  98t2 4277172  32.9'417.2 336 £176 1"°+0.4
oT/oM 137423  101:17  3177+113  214°+11.3  219°%116 0.8"+0.3

Letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 3 por tratamiento
1GP =Ganancia de peso
2GP%=Ganancia de peso en porcentaje

3TCE=Tasa de crecimiento especifico

Respecto al consumo, supervivencia y conversion alimenticia (CA) no se observaron diferencias

(p<0.05) entre las dietas (Cuadro 7.2).
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Cuadro 7.2. Efecto de la sustitucién Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal
sobre el consumo de alimento, conversidn alimenticia, condicion corporal y supervivencia de los

juveniles de trucha arcoiris del experimento 1, Los valores son la media # |la desviacion estandar

Suplementacion Condicion o Conversién
corporal Consumo % Supervivencia % . ..
Tau/Met alimenticia
a a a a
0T/100M 1.152+0.1 91® +5.8 1002 +0 1.232 +0.05
25T/75M 1.162+0.08 922 +4.8 1002 +0 1.242 +0.1
50T/50M 1.182+0.1 882 +7.9 87.52+10.8 1.30° £0.07
75T/25M 1.142+0.09 91° +6.2 91.72 7.6 1.292 +0.13
100T/0M 1.162+0.08 91@ +5.7 91.72+10 1.252 +0.15
0T/OM 1.182+0.27 892 +10.3 91.72 48 1.272 +£0.09

Letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 3 por tratamiento

Mediante el andlisis de regresién multiple hacia atras se logré establecer una relacién positiva de la
inclusion de taurina sobre la ganancia de peso (Figura 7.1), sin embargo, no se pudo demostrar lo

mismo para la longitud.

Plot of GP
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o
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Figura 7.1. Grafica de valores observados y valores calculados por la ecuacion Ganancia de peso=23.2875 +
13.07*Taurina (R?=68.17), obtenida mediante una analisis de regresion hacia atras de las variables

independientes taurina y metionina

En la relacidn talla-peso se observé una R? entre 0.97 y 0.94, lo cual indica que le ecuacidn puede
explicar mas del 90% de la variacién, y respecto al comportamiento del crecimiento este se

muestra como alométrico negativo para la dieta 75T/25M y 50T/50M, y para el resto de las dietas
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se muestra un crecimiento isométrico debido a su valor de pendiente igual a3 (Figura 7.2).

75 1
T { 100K
65 A
55 o
(1]
fa)
E 45 +
Z
o
a 35
(1.}
al
o
25 -
15 A1
5 L] ] ] T T 1
7.5 9.5 115 135 155 175 145
Longitud cm
Dieta a (Intercepto) b (Pendiente) R?(Coeficiente de Tipo de crecimiento
determinacion)
0T/100M 0.014 2.92 0.97 Isométrico
25T/75M 0.008 3.11 0.94 Isométrico
50T/50M 0.024 2.7 0.95 Alométrico negativo
75T/25M 0.02 2.78 0.97 Alométrico negativo
100T/0OM 0.013 2.93 0.97 Isométrico
0T/OM 0.015 2.87 0.95 Isométrico

Figura 7.2. Efecto de la sustitucién Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre la
relaciéon longitud-peso de los juveniles de trucha arcoiris del experimento 1, tipo de crecimiento dado por la

prueba t= b-3 /Sy con un a=0.05, donde b= pendiente y Sp=Error estdndar de la pendiente
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7.1.2 Composicidn quimica corporal

En el contenido de proteina, solo se observaron diferencias (p<0.05) en el contenido en musculo
de los organismos alimentados con la dieta 100T/OM, la cual obtuvo los valores mas altos. La

proteina en higado no se vio afectada por ninguno de los tratamientos (Figuras 7.3y 7.4).

25
d
20 b
b b
b b

15
E 10
i
8 0
3 (0T/100M] (25T/75M) (S0T/S0M) (75T/25M) (100T/OM)  (OT/OM)
X

Figura 7.3. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre el
contenido de proteina en musculo de juveniles de trucha arcoiris del experimento 1, los valores son la media

+ la desviacidn estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 3 por tratamiento.
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Figura 7.4. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre el contenido
de proteina en higado de juveniles de trucha arcoiris del experimento 1, los valores son la media # la desviacion

estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 3 por tratamiento.

En el contenido de lipidos, tanto en musculo como en higado, no se observd influencia de las dietas

(0.05); lo que se pudo observar es una gran variabilidad entre los individuos (Figuras 7.5y 7.6)
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Figura 7.5. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre el contenido
de lipidos en musculo de juveniles de trucha arcoiris del experimento 1, los valores son la media * |la desviacién

estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 3 por tratamiento
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Figura 7.6. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre el
contenido de lipidos en higado de juveniles de trucha arcoiris del experimento 1, los valores son la media * la

desviacion estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 3 por tratamiento

En el indice hepatosomatico tampoco se observaron diferencias (p<0.05) entre las dietas (Figura

7.7).
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Figura 7.7. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre el
indice hepatosomatico de juveniles de trucha arcoiris del experimento 1, los valores son la media t la

desviacion estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 3 por tratamiento
7.1.3 Respuesta inmune no especifica

En la actividad de la lisozima en suero medida a los 0.5, 5 y 20 minutos, se observé una
disminucién (p<0.05) de la dieta75T/25M respecto a la dieta control y 0T/100M, obteniendo estas

ultimas los valores mas altos (Figura 7.8).
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Figura 7.8. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre la
actividad de la lisozima, a los 0.5 minutos, a los 5 y 20 minutos, de las truchas del experimento 1, los valores
son la media + la desviacidn estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 3 por

tratamiento.
7.1.4 Digestibilidad aparente de la proteina (DAP)

En lo que respecta a la digestibilidad de la proteina de los juveniles de trucha arcoiris, no se

encontraron diferencias entre las dietas (P<0.05) (Figura 7.9).

41



102 a

oo

%

100
9
9

ulin

9
9
(0T/100M) (25T/75M) (50T/50M) (75T/25M) (100T/0M) (oT/0M)

(&3}

=

N

Figura 7.9. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre la
digestibilidad aparente de la proteina del experimento 1, letras diferentes indican diferencias significativas

los valores son la media * la desviacién estdndar, p<0.05, n= 3 por tratamiento.
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7.2 Experimento 2
7.2.1 Crecimiento

Se observaron valores mas altos (P<0.05) en longitud final, peso final, ganancia de pesoy TCE en la
dieta 75T/25M respecto a las dietas 100T/OM y control. En ganancia de peso en porcentaje (GP%) y
TCE también fueron superiores (p<0.05) a la dieta 0T/100M y en la ganancia de peso en % la dieta,
75T/25M fue superior (p<0.05) también a la dieta 25T/75M. En la longitud final la dieta 100T/OM

fue significativamente inferior (p<0.05) al resto (Cuadro 7.3).

Cuadro 7.3. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal
sobre el crecimiento de juveniles de trucha arcoiris del experimento 2, los valores son la media %la

desviacién estandar

Suplementacion Peso Peso

. . 1 0/2 3
Longitud final cm inicial final GP (g) GP% TCE
Tau/Met
0T/100M
579" 0.6 059+0.1 183" +06 1.187+0.5 177.6 +54 0.6 0.1
25T/75M b b b b b
5.90" 0.4 0.56+0.09 196 +0.6 1.4 +05 243.4°+68 0.7 0.1
50T/50M
5970 +0.4 052009 217"+04 165°+04 31337466 0.8 +0.1
75T/25M a a a a a
6.14 +0.4 0.53+0.06 243 +04 1.9 +0.4 358.5 +70 0.9'%+0.1
100T/0M . b b ¢ ¢
5.01 +0.6 0.49+0.1 1.40 +0.4 091 +0.4 181.4 +54 0.6 0.1
0T/0M b b b be be
5.56 0.5 0.46+0.1 1.54 0.3 1.07 0.3 2316 +51 0.7 +0.09
AC4 ab ab ab ab ab
597 +0.7 0.51+£0.06 2 +06 1.57 +0.5 301.5 +79 0.8 +0.1

Letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por tratamiento

1GP =Ganancia de peso

2GP%=Ganancia de peso en porcentaje

3TCE=Tasa de crecimiento especifico

4AC = alimento comercial.
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Con respecto a la sobrevivencia y condicion corporal no se observo efecto (p<0.05) alguno de las

dietas (Cuadro 7.4).

Cuadro 7.4. Efecto de la sustitucién Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal
sobre la condicién corporal y supervivencia de los juveniles de trucha arcoiris del experimento 2,

Los valores son la media la desviacidon estandar

Suplementacion

Condicion Supervivencia %

Tau/Met corporal

0T/100M 1.22+0.06 97° 4.2
25T/75M 1.08° + 0.09 982 42.8
S0T/50M 1.1870.07 957 +7
75T/25M 1.36°+0.25 100° +0
100T/0M 1.242+0.07 100° +0
0T/0M 1.14°+0.13 100° +0

AC 1.187£0.08 952 +7

Letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por tratamiento

El comportamiento del crecimiento al igual que el experimento anterior fue alométrico negativo

para las dietas 50T/50M y 75T/25M. Los valores R? oscilaron entre 0.92 y 0.84 (Figura 7.10).
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Longitud cm
Dieta m (Intercepto) b (Pendiente) R?(Coeficiente de Tipo de crecimiento
determinacion)
0T/100M 0.014 2.89 0.87 Isométrico
25T/75M 0.026 2.48 0.85 Alométrico negativo
50T/50M 0.038 2.29 0.88 Alométrico negativo
75T/25M 0.035 2.35 0.86 Alométrico negativo
100T/OM 0.021 2.68 0.84 Isométrico
0T/OM 0.023 2.6 0.89 Isométrico
AC 0.017 2.77 0.92 Isométrico

Figura 7.10. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre la
relacién longitud-peso de los juveniles de trucha arcoiris del experimento 2, tipo de crecimiento dado por la

prueba t= b-3 /Sb con un a=0.05, donde b= pendiente y Sb=Error estandar de la pendiente.
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7.2.2 Composicion quimica corporal

En el contenido de proteina en musculo no se observé efecto (p<0.05) de ninguna de las dietas.

(Figura 7.11)
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Figura 7.11. Efecto de la sustitucién Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre el
contenido de proteina en musculo de juveniles de trucha arcoiris del experimento 2, los valores son la media

+ la desviacidén estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por tratamiento

En lo que respecta al contenido de lipidos en el misculo tampoco se observaron efectos de las

dietas (p<0.05) y de nuevo se observd una gran variabilidad entre los individuos (Figura 7.12).
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Figura 7.12. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre el
contenido de lipidos en musculo de los juveniles de truchas arcoiris del experimento 2, los valores es la
media * la desviacidn estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por

tratamiento

En el contenido de proteina en higado se observd una clara diferencia entre el alimento comercial
AC y las dietas 0T/100M y 25T/75M donde los valores fueron significativamente mayores (p<0.05)

en las suplementaciones antes mencionadas (Figura 7.13).
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Figura 7.13. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre el
contenido de proteina en higado de juveniles de trucha arcoiris del experimento 2, los valores es la media

la desviacidn estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por tratamiento

Todas las suplementaciones generaron una menor (P<0.05) deposicién lipidica en el higado

respecto a la dieta control y al alimento comercial (Figura 7.14).
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Figura 7.14. Efecto de la sustitucién Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre el
contenido de lipidos en higado de juveniles de trucha arcoiris del experimento 2, los valores es la media # la

desviacién estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por tratamiento.
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Mediante un analisis de regresion hacia atras se logré determinar que la inclusion de metionina y

taurina en las dietas disminuye el contenido de lipidos en higado (Figura 7.15).
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Figura 7.15. Grafica de valores observados y valores calculados por la ecuacion Lipidos en higado= 10.0 -
5.98153*Metionina - 4.93677*Taurina (R?=92.74), obtenida mediante una analisis de regresion hacia atras

de las variables independientes taurina y metionina

indice hepatosomaético

Respecto al indice hepatosomadtico al igual que el experimento anterior no se encontraron
diferencias entre las dietas, pero al menos 4 de ellas fueron mas bajas (p<0.05) que el alimento

comercial AC (Figura 7.16).
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Figura 7.16. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre el
indice hepatosomético de juveniles de trucha arcoiris del experimento 2, los valores es la media * la

desviacidn estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por tratamiento
7.2.3 Respuesta inmune no especifica

En el estallido respiratorio de los macréfagos se observaron valores mas altos (p<0.05) en las dietas
50T/50M y 100T/OM respecto al resto de las dietas. Ademas la dieta 0T/100M generd una respuesta
mavyor a las dietas 25T/75M, 75T/25M y control, pero sin diferencias con el alimento comercial el

cual obtuvo valores similares al resto de las dietas (Figura 7.17).
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Figura 7.17. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre el
estallido respiratorio de los macréfagos (ERM) de juveniles de trucha arcoiris del experimento 2, los valores
es la media * la desviacidn estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por

tratamiento
7.2.4 Capacidad antioxidante de los hepatocitos

Respecto a la capacidad antioxidante no se observaron diferencias entre las dietas experimentales
(P<0.05) y solo los valores de la dieta 75T/25M fueron similares estadisticamente a los de la dieta
comercial, que obtuvo la capacidad antioxidante mas elevada y que generd diferencias con el resto
de las dietas (Figura 7.18). Aunque la dieta 75T/25M obtuvo una respuesta similar a la dieta
comercial generd una respuesta mas bien intermedia entre las dietas experimentales y la dieta
control que no permite concluir si existe o no una superioridad de dicha dieta, ya que solo para la

dieta 25T/75M la diferencia es significativa (P<0.05).
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Figura 7.18. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre la
capacidad antioxidante de los hepatocitos de juveniles de trucha arcoiris del experimento 2, los valores es la
media + la desviacion estandar, letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por

tratamiento

7.2.5 Consumo de oxigeno y excrecion de fésforo y nitrégeno

En cuanto al consumo de oxigeno no se observd ningln efecto (p<0.05) de las dietas a las 12 y 24

horas después de alimentados los organismos (Figura 7.19).
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Figura 7.19. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre
consumo de oxigeno de juveniles de trucha arcoiris del experimento 2, los valores es la media + la desviacidn
estandar de la diferencia de consumo 12 horas postpandrias y 24 horas postpandrias, letras diferentes

indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por tratamiento

No se encontré ninguna diferencia (p<0.05) entre las dietas en lo que refiere a la excrecién de NH3

de los organismos a las 12 y 24 horas posteriores a la alimentacion (Figura 7.20)
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Figura 7.20. Efecto de la sustitucion Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre la
excrecion de nitrogeno de juveniles de trucha arcoiris del experimento 2, los valores es la media % la
desviacién estandar de la diferencia de excrecién 12 horas postpandrias y 24 horas postpandrias, letras

diferentes indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por tratamiento

En la excrecién de fésforo 12 y 24 horas posteriores a la alimentacién tampoco se encontrd

diferencia (p<0.05) entre las dietas (Figura 7.21).
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Figura 7.21. Efecto de la sustitucién Tau/Met en dietas formuladas con base en proteina vegetal sobre la
excrecion de fosforo de juveniles de trucha arcoiris del experimento 2, los valores es la media + la desviacion
estandar de la diferencia de excrecidn 12 horas postpandrias y 24 horas postpandrias, letras diferentes

indican diferencias significativas p<0.05, n= 2 por tratamiento
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8. DISCUSION
8.1 Experimento 1
8.1.1 Crecimiento

Los valores en ganancia de peso y longitud de las dietas 50T/50M y 75T/25M con respecto a la dieta
control indican que estas combinaciones pueden generar un mayor desempefio productivo de las
truchas alimentadas con APS (aislado de proteina de soya) y PS (polvo de espirulina), y que las
otras dietas experimentales a pesar de contener una concentracién adecuada de AA azufrados
segln los requerimientos de la especie (1.3% Anexo 9) pueden no ser tan disponibles generando
un menor desempefio. Ademas del desconocimiento de la digestibilidad de aminodacidos azufrados
en esta combinacién de proteinas vegetales es importante mencionar su muy baja concentracion
de taurina, aminoacido al cual se le atribuyen diversos efectos benéficos sobre el crecimiento de
los organismos acuaticos y en especial en truchas alimentadas con proteina vegetal (Gaylord et al.,
2007). En el trabajo realizado por Gaylord et al. (2007) concluyen, que la taurina es el principal
factor que mejora el crecimiento (medido como ganancia en peso) y que la suplementacion de
metionina no genera ningun beneficio e incluso perjudica el crecimiento y el consumo de alimento;
en nuestro caso los datos contradicen de cierta forma estas afirmaciones, ya que aunque la
concentracion de taurina si se pudo relacionar con un aumento de la GP, no ocurrié lo mismo para
la longitud la cual solo aumento con las combinaciones 50T/50M y 75T/25M. Diversos estudios han
demostrado el efecto benéfico de concentraciones adecuadas de metionina sobre el crecimiento
de trucha arcoiris, sin embargo, también existe informacidn que indica que cuando se suministra
una cantidad mayor de metionina a la requerida por la especie, comienza a disminuir la GP debido
(entre otras teorias) a la utilizacion de ATP para el metabolismo de los compuestos azufrados
(Daniel y Waisman, 1969); y desajustes en las reacciones de metilacién en las que esta involucrado
dicho aminoacido (Benevenga, 1974), provocando una disminucidon en el crecimiento de los
organismos. La reduccion del crecimiento en el bagre (Ictalurus punctatus), que sucede después de
rebasar el 1.75% de metionina en la dieta (Harding et al., 1977) se ha demostrado, que conlleva a
la reduccién no solo de la GP sino también de talla, ya que la disminucion de GP también se ha
relacionado con una baja en la deposicidn lipidica provocada por la metionina (Rodehutscord et al.,
1993), la cual pude ser benéfica sobre todo si esta es en visceras. En el presente estudio las dietas

con mayor contenido de metionina (0T/100M y 25T/75M) no generaron cambios ni en la ganancia
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de peso ni en la longitud, lo cual hace pensar que dicho umbral de tolerancia a la metionina no fue
tocado por ninguna suplementacién, sin embargo, dietas como las 50T/50M, 75T/25M vy la
suplementada Unicamente con taurina (100T/OM) generaron mejor respuesta respecto a la dieta
0T/100M suplementada Gnicamente con metionina en longitud final y en la GP, lo cual indica que
incluso la suplementacién de 100T/OM es mejor para el crecimiento de esta especie en esta etapa.
Respecto a la dieta control la suplementacion 100T/OM solo fue capaz de generar respuesta en la
ganancia en peso. Por qué las suplementaciones 75T/25M y 50T/50M fueron las Unicas capaces de
generar cambios en la longitud queda como interrogante, aunque, se podria relacionar a cambios
en la produccidn de algunas hormonas como la IGF-1 y receptores de la GH que se ha demostrado

pueden verse afectadas por las concentraciones de metionina (Rolland, 2014).

Mediante el analisis de regresion hacia atrds los resultados manifestaron correlacién lineal entre Ia
GP y la concentracién de taurina, lo cual permite concluir que la taurina en esta etapa mejora la GP
en organismos de 9.8 a 45 g, esta mejora en la ganancia de peso proporcionada por la taurina
podria explicarse por su efecto en la produccién de acidos biliares y una mayor absorcién de los
lipidos dietarios, asi como un posible efecto sobre la produccién de insulina hormona con

propiedades anabdlicas sobre el organismo (LAmoreaux et al., 2010).

Las regresiones de longitud y peso de las truchas en los distintos tratamientos permiten visualizar
la condicion de los organismos de una manera mas fiel respecto al indice K, ya que este ultimo
supone un crecimiento isométrico que no es acorde al crecimiento registrado en el presente
estudio los cuales fueron alométricos negativos en su mayoria. Las pendientes obtenidas en la
regresion son las que determinan el tipo de crecimiento observado, la isometria genera una
pendiente de valor 3 y valores por arriba o por debajo se consideran alométricos el sentido de
estas (positivo o negativo) dependerd si el valor es mayor a 3 6 menor a 3. Mediante estas
ecuaciones se puede calcular el factor de condicién (Pennell y Barton, 1996), el cual serda mas
elevado cuando la pendiente es mayor a 3. Como se menciond anteriormente las curvas de las
dietas 50T/50M y 75T/25M (las cuales fueron mencionadas anteriormente como las mejores
suplementaciones)  generaron pendientes por debajo de 3, por lo cual el crecimiento fue
alométrico negativo, y mostraron valores similares a los reportado por Perdomo et al. (2013) en
animales que fueron alimentados con dieta comercial. Basados en lo reportado por Barros y Gonzo
(2006), el crecimiento en poblaciones naturales de trucha arcoiris es alométrico negativo y un
comportamiento mads isométrico podria estar reflejando probablemente un cebamiento de los
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individuos que suele ser comun en algunas épocas del afo en poblaciones naturales o bajo ciertos
regimenes alimenticios en cautiverio (Morales, 2004). Para este caso, la dieta es el factor que esta
determinando un crecimiento diferenciado de la longitud respecto al peso y la informacién que
existe sobre este efecto es poca, sin embargo, se conocen casos similares de cambios generados en
la condicidn corporal por hormonas como la GH (somatotropina), que a pesar de generar mejoras
en la longitud y ganancia de peso, estas pueden disminuir el factor de condicién, debido entre
otras cosas, a la disminucion lipidica en visceras. Por lo cual una disminucidon en la condicién
corporal en el caso de estos organismos es consecuencia de un menor peso de las visceras (Kling et
al.,, 2011), esto podria también observarse (como es el caso de este estudio) en un aumento

diferido de la longitud y el peso.

El indice K no mostro diferencias entre las dietas, sin embargo, este Unicamente se calculd con la
longitud y peso finales, a diferencia de la regresiéon que se obtuvo de los datos de todas las

biometrias realizadas.

Respecto a la sobrevivencia y conversién alimenticia (CA), no se observaron diferencias entre las
dietas, lo cual coincide con lo reportado por Gaylord et al. (2007), que no encontraron diferencias
en el factor de conversiéon y la sobrevivencia de truchas alimentadas con dietas suplementadas con
taurina y/o metionina. Respecto al consumo a diferencia de lo reportado por el autor

anteriormente citado, no se observd disminucidn del consumo por la metionina.
8.1.2 Composicién quimica corporal

La composicion corporal es un aspecto que los estudios de requerimientos de aminoacidos a
menudo no consideran, basando sus conclusiones Unicamente en el crecimiento (medido como GP
en muchos casos), sin embargo hay trabajos en diferentes especies que demuestran que hay
diferencias entre los requerimientos para la mdaxima ganancia de peso y la maxima acrecidn
proteica (Bureau y Encarnagao, 2006), por lo cual, la composicion del organismo cobra gran
relevancia, ya que lo deseable es obtener un crecimiento magro. En este aspecto, se encontrd un
mayor contenido proteico en el musculo de los peces alimentados con la suplementacién 100T/OM,
lo cual coincide con otros trabajos que han demostrado que la suplementacion de taurina puede
producir efectos benéficos sobre la composicién del musculo, por ejemplo, en el salmén del
Atlantico se relaciona a la suplementaciéon de taurina con un aumento en el contenido de AA

esenciales en el musculo (Espe et al., 2012), también como reporta Gaylord (2007) el peso del
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filete en trucha arcoiris se ve incrementado por la inclusién de taurina, Magalhanes et al. (2014),
por su parte, reportaron un aumento en el contenido de proteina en el musculo del Rock bream
(Oplegnathus fasciatus) con una suplementacion del 1% de taurina. Es decir, hay un efecto
anabdlico de la taurina sobre el tejido muscular que aun no se ha podido elucidar. Algunas teorias
sobre el efecto de la taurina en el balance del calcio intracelular y la importancia de este en la
contractibilidad e hipertrofia del musculo, podrian estar relacionadas a este efecto (De Luca et al.,
2001), ademas de esto, se ha demostrado en ratas, un aumento en las proteinas contractiles
musculares cuando es suplementado este aminoacido (Deanna, 2011). Otra explicacién, podria ser,
el efecto de la taurina sobre las células B-pancredticas en la secreciéon de insulina, la cual
recientemente se ha demostrado se encuentra relacionado a su funcién como modulador de las
concentraciones de calcio (LAmoreaux et al., 2010). El posible efecto de la taurina sobre la
concentracion plasmatica de hormonas del crecimiento como la GH y la IGF 1, las cuales también
pueden interferir en la sintesis de proteina muscular, no se pudo demostrar en el experimento
realizado por Gaylord (2007), lo mismo ha ocurrido en otras especies como el goldfish (Carassius
auratus) donde se demostrd que la taurina no es capaz de generar variaciones en la secrecién de

GH (Trueadu et al., 2000).

En el contenido de lipidos en musculo y en higado no se observd efecto de ninguna de las dietas
(Figuras 7.5 y 7.6), sin embargo hay una gran influencia de la desviacidon de los datos en la
diminucidn de las diferencias. Esta variabilidad podria explicarse, al igual que la ganancia de talla y
de peso, por la competencia entre los individuos por el alimento; donde algunos consumian una
mayor cantidad de alimento que el resto, favorecido entre otras cosas, por las caracteristicas de
pellet elaborado que no es muy homogéneo en su granulometria y que a menudo impide a los
individuos mas pequefios alimentarse. Algunos experimentos como el de Azaza et al. (2010)
confirman el hecho de que la granulometria es un factor importante que influye en la
heterogeneidad del crecimiento. Otro factor que pudo influir en la ausencia de diferencias entre
los tratamientos, pudo ser, la etapa de desarrollo, ya que esta influye de forma importante sobre la

composicion del individuo, debido a los cambios en requerimientos de aminoacidos y energia.

El higado es un drgano que puede sufrir grandes cambios en su composicién debido a los
nutrientes, y en ocasiones es tan notorio que puede reflejarse en su peso con respecto al peso
total del individuo, esta relacidn se denomina indice hepatosomatico. Para el caso de este estudio
no existieron diferencias en dicho indice, similar a lo reportado por Gaylord et al. (2007) que
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encontraron que la suplementacién de taurina y/o metionina no generaba efecto alguno sobre el
peso del higado. El peso de este érgano en cambio, podria estar mds influenciado por otros

aspectos como la energia dietaria.
8.1.3 Respuesta inmune no especifica

El sistema inmune es otro aspecto que puede verse influido por la dieta, y mas aun en el caso de
aminodcidos azufrados, ya que estos por si mismos o a través de sustancias derivadas pueden
favorecer las respuestas del sistema inmune, sin embargo, el beneficio de esta mayor actividad
podria depender de la forma como ejercen este efecto. La disminucién en la actividad de la
lisozima en suero, en la dieta 75T/25M, podria sugerir una disminuciéon en la capacidad
inmunoldgica de los organismos, debido a que la actividad de esta enzima por afios se ha utilizado
como indicador de la inmunidad no especifica en peces teledsteos y otros organismos acudticos
(Saurab y Sahoo, 2008), sin embargo, se ha discutido también la relacidon existente entre la
actividad de la lisozima en suero y el estrés, por lo que una respuesta alta en la actividad de Ia
lisozima no siempre es un indicador de una mayor inmunocompetencia; ya que puede indicar
también una mayor susceptibilidad al estrés por parte del organismo (Demers y Bayne, 1997). Por
tal motivo, el efecto en especifico de la dieta 75T/25M sobre la disminucion de la
inmunocompetencia solo podria evaluarse midiendo otras respuestas plasmaticas como: el nivel
de glucosa, el cortisol, el conteo celular de leucocitos y citosinas inflamatorias, que proporcionaria
una idea mas clara de su estado fisioldgico e inmunoldgico. Otro inconveniente que se suscita, es la
poca informacién que existe sobre la actividad de la lisozima en truchas sanas, ya que al conocer
estos pardmetros se podria evidenciar si se trata de una reducciéon en dicha actividad o en realidad
se trata de una estimulacidon menor. Varios estudios, sobre todo en carpa, han asociado a la taurina
con una mayor actividad de la lisozima (Qiu Xiao et al., 2008), y también, se ha asociado a la
taurina con un aumento de células inmunitarias en otras especies. En el caso de este trabajo, al
menos en lo que concierne a la actividad de la lisozima, no se pudo demostrar; sin embargo, cabe
aclarar que los efectos de la mezcla de aminoacidos sobre la concentracidon de taurina y otros

compuestos azufrados en el plasma y células inmunitarias no fueron evaluados.
8.1.4 Digestibilidad aparente de la proteina

Existen estudios que han puesto de manifiesto, la influencia de la taurina sobre la actividad de

algunas enzimas pancredticas en larvas de peces marinos (Guillaume et al., 2012), lo cual podria
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afectar a la digestibilidad de los nutrientes y el aprovechamiento de estos, sin embargo, en la el
presente investigacidn las suplementaciones no generaron diferencias en la digestibilidad de la
proteina, debido a que probablemente la actividad de las proteasas pancredticas no es modificada

por la taurina en juveniles de trucha.
8.2 Discusion experimento 2
8.2.1 Crecimiento.

En el caso de este experimento es importante mencionar que las condiciones ambientales y las
tallas de los organismos fueron distintas, ya que estas pueden influir en el aprovechamiento de los
nutrientes, por lo cual, observamos respuestas muy diferentes a las mismas suplementaciones. La
dieta 75T/25M se corrobord como la mejor suplementacidn, sin embargo, para el caso de la dieta
100T/OM se notd una marcada diferencia con el experimento anterior, siendo esta la de menor
longitud de todas, incluso demostrando un comportamiento semejante a la toxicidad; un reporte
similar fue hecho por Page et al. (1978), quienes suministraron una dieta purificada con un
contenido de metionina adecuado a los requerimientos (0.8 y 1% de la dieta) y encontraron una
reduccién en el crecimiento ademas del desarrollo de cataratas, sin embargo, para el caso del
presente estudio, la fuente proteica fue de origen vegetal; y trabajos como el de Gaylord et al.
(2007) en el que suplementaron taurina en proteinas de origen vegetal contradicen este hecho.
Hay investigaciones que muestran interacciones de la taurina dietaria con un mineral de mucha
importancia bioldgica para el crecimiento y la capacidad antioxidante: el Zinc, demostrando que
este elemento interacciona de forma negativa con la taurina en el tracto digestivo (Glover y
Hogstrand, 2001), segun estos investigadores la taurina en ciertas concentraciones (100 umol) es
capaz de disminuir el pasaje del Zinc a los compartimientos post-intestinales; esta disminucion del
pasaje podria generar una disminucién en la concentracion del Zinc en el organismo, cuyo principal
signo de deficiencia es la disminucién del crecimiento y la posterior formacién de cataratas (Ketola,
1979). En el presente estudio no se observd la formacion de cataratas, pero la reduccion del
crecimiento podria estar asociada a ese problema, ya que, en los organismos que padecen esta
deficiencia, es la longitud la que se ve afectada (enanismo). La diferencia en respuesta a la misma
suplementaciéon en ambos experimentos podria ser atribuible a las concentraciones de Zinc en el
medio acuatico, las cuales podrian compensar las deficiencias generadas por la taurina dietaria,

estas concentraciones podrian ser muy diferentes en Amanalco de Becerra y Tlalnepantla de Baz,
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municipios mexiquenses donde se realizaron las pruebas de alimentacién. La dieta con mayor
contenido de metionina en el segundo experimento también tuvo un comportamiento diferente al
del anterior experimento, ya que en esta prueba de alimentacion, con organismos mas pequefios,
la dieta OT/100M no generd diferencias con la dieta 75T/25M ni en longitud ni en peso final, sin
embargo, aunque mas discretas, se observaron diferencias en la TCE y la ganancia de peso en %,
indices que indican el aumento de masa diario y total de la biomasa, los cuales pueden ser muy

fiables, debido a que las raciones en animales acuaticos no se suministran de manera individual.

En cuanto a la sobrevivencia y conversién alimenticia (CA), no se observaron diferencias entre las
dietas, lo cual coincide con lo observado en el experimento anterior y lo reportado por Gaylord et

al. (2007)

Respecto a la relacion longitud-peso, de nueva cuenta, las dietas 50T/50M y 75T/25M obtuvieron
las valores de pendiente mas bajos, dichos valores estuvieron por abajo de los reportados por la
bibliografia (Barros y Gonzo, 2006), sin embargo, hay que destacar la diferencia en las edades asi
como las condiciones medioambientales que pudieron influir de manera determinante el tipo de

crecimiento.
8.2.2 Composicién quimica corporal

Al contrario del anterior experimento, la dieta 100T/OM no aumento el contenido de proteina en el
musculo (Figura 7.11), de igual forma que el crecimiento, la respuesta de los organismos a la
suplementacion fue totalmente diferente, es importante mencionar que quiza la taurina pudo ser
excretada en exceso, debido a que como mencionan Hsu y Anthony (1970) algunos elementos
como el Zinc condicionan la fijacién de la taurina a la membrana plasmatica, impidiéndole cuando
existe un déficit, realizar algunas funciones bioldgicas, sin embargo, esto no se puede comprobar y
queda como interrogante (si esta podria ser una posible explicacién), ya que no se midi6 la
excrecidon de dicho aminodcido, ni las concentraciones de Zinc en el organismo. Respecto al
contenido de lipidos en musculo, se pueden ver valores mas bajos en las dietas 50T/50M y

75T/25M, que debido a la variacién no fueron significativos (Figura 7.12).

En la composicidon de higado, se observaron diferencias con el anterior experimento encontrando
una menor deposicién de lipidos en todas las suplementaciones, asi como un mayor porcentaje de
proteina en las dietas con mayor contenido de metionina, esto Unicamente respecto al alimento

comercial, el cual obtuvo el valor mas bajo. La influencia de la metionina sobre la composicién de
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la trucha ya se habia reportado en otros trabajos, donde la inclusion de metionina aumentaba la
proporcion de proteina y disminuia la de lipidos en todo el cuerpo del pez (Rodehutscord et al.,
1993), en el caso de la taurina, se conoce también cierto efecto lipotropico sobre el higado de
ratas. Para el caso de este estudio, el efecto de las suplementaciones fue principalmente sobre los
lipidos hepaticos, ya que el contenido de proteina en higado fue igual en todas las dietas

experimentales

Mediante el anadlisis de regresidon hacia atras se logré determinar que la inclusion de metionina y
taurina en las dietas disminuye el contenido de lipidos en higado (Figura 7.15), lo cual se podria
asociar, en el caso de la metionina, a su papel como compuesto donante de grupos metilo, que
facilita la movilizacién de lipidos. Para el caso de la taurina, su papel sobre la disminucion de
lipidos hepdticos no es del todo clara, aunque hay evidencias de la importancia de la taurina para
el funcionamiento de la acil CoA deshidrogenasa enzima clave de la lipogénesis y la lipdlisis (Svend

et al., 2010)

Respecto al indice hepatosomatico, no se observaron diferencias entre las dietas experimentales,
similar a lo observado en el anterior experimento y a lo reportado por (Gaylord et al., 2007). El
aumento del IHS en la dieta comercial respecto a las dietas 0T/100M, 25T/75M, 50T/50M y

75T/25M, pudo deberse entre otras cosas, a un mayor contenido energético en esta dieta.

8.2.3 Respuesta inmune no especifica.

En el estallido respiratorio de los macréfagos (ERM), observamos aumentos muy notorios de
algunas suplementaciones (0T/100M, 50T/50M y 100T/OM), las respuestas tan distintas entre las
dietas pueden estar relacionadas al efecto de ambos aminodcidos sobre los compuestos azufrados
en plasma como el glutatién (Seres et al., 2000); homocisteina (Boldyrev, 2010) y cisteina que
influyen sobre la actividad oxidativa de los fagocitos, ya que como han evidenciado algunos
autores (Gaylord et al., 2007 y Magalhaes et al., 2014), distintas suplementaciones de taurina y
metionina pueden generar diferencias en las concentraciones de aminodacidos azufrados en
organismos acuaticos. En humanos se sabe que la taurina aumenta la capacidad de los fagocitos de
realizar el ERM (Massella y Mazza, 2009), sin embargo en el presente trabajo, el aumento de
taurina fue siempre a costa de la metionina, lo cual puede generar cambios en otros compuestos

azufrados que influyen en la actividad de los macréfagos. Las células fagociticas, al ser
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principalmente captadoras, pueden resultar muy sensibles a las concentraciones de compuestos
azufrados en plasma, los cuales a su vez, dependen de la captacién y de la capacidad de
acumulacién de dichos compuestos por otros tejidos, de tal suerte que, podria no observarse una
clara asociacién entre el crecimiento somatico y la mayor actividad de las células fagociticas. Es
necesario entonces, discutir la actividad principal de los compuestos azufrados sobre el ERM,
donde, la importancia radica en la capacidad antioxidante de los mismos, en este contexto, los
compuestos con grupos tiol (SH) son los mas reactivos y por consiguiente se pensaria son mejores
antioxidantes, ejemplos de estos son: la cisteina, el glutatidn y la homocisteina, los cuales tienen
un grupo SH, el cual puede reaccionar con perdxidos o iones metalicos; sin embargo, estos
presentan bajo ciertas circunstancias, una actividad pro oxidante y en algunos casos pueden
favorecer la liberacién de citocinas inflamatorias, lo cual genera estragos a la salud de los
organismos. Un caso muy notable es el de la homocisteina, la cual puede favorecer la actividad de
los macrdfagos; pero a la vez puede generar aumento de interleucinas, generando dafio a diversos
tejidos (Zeng et al., 2004). Por el contrario la taurina que también favorece el ERM, actua de una
forma menos nociva, generando cloroaminas estables que tienen actividad bactericida pero que
son inocuas para las células, la formacidn de estos compuestos elimina el efecto oxidativo de los
hipocloritos (generados por la mieloperoxidasa) y ademdas modula diferentes sustancias
inflamatorias (Chorazy et al.,, 2004). Debido a esto el incremento en el ERM asociado a una

elevacidn de la taurina plasmatica podria ser mas deseable.
8.2.4 Capacidad antioxidante de los hepatocitos.

La capacidad antioxidante de los hepatocitos es un aspecto importante en cuanto a composicidon y
crecimiento se trata, ya que en este érgano se sintetizan una gran cantidad de compuestos Utiles
para diversos tejidos, los cuales al verse comprometida la integridad hepatica (por ejemplo por
estrés oxidativo), pueden comprometer el funcionamiento de todo el organismo. Existen trabajos
en distintas especies marinas y dulceacuicolas (Qiu Xiao et al., 2008 y Bafiuelos et al., 2014) que
demuestran el efecto antioxidante de la taurina, aunque cabe aclarar que no se utilizaron los
mismos métodos ni los mismos tejidos, en el presente estudio, la respuesta de la capacidad
antioxidante de los hepatocitos generd dudas; sobre si la suplementacién de taurina por si misma
mejora la actividad antioxidante, ya que ninguna suplementacion fue capaz de generar un
aumento respecto a la dieta control. La taurina, como algunos trabajos en salmdnidos lo
demuestran (Espe et al., 2008, Page 1978; Yokoyama y Nakazoe, 1992 y Boonyoung et al., 2012), es
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un aminodacido que estos pueden generar sin problemas, y su importancia en la supervivencia de
los hepatocitos solo se ha demostrado en cultivos celulares (Espe y Holen 2012). La dieta
comercial, al contrario de las suplementaciones, si generd una respuesta significativamente mayor
a la dieta control. La explicacion del aumento de la dieta comercial en la capacidad antioxidante
respecto al resto de las dietas; podria ser por el hecho de que en la industria se utilizan muchos
conservantes sintéticos o naturales que pueden influir en la capacidad antioxidante de los

organismos.
8.2.5 Consumo de O, y excrecion de PO, y NHs.

El consumo de oxigeno, 12 horas y 24 horas después después de recibir alimento proporciona una
idea del coste energético que genera la utilizacidon de los nutrientes contenidos en un alimento, por
tal motivo, al no encontrar diferencias entre las dietas y el alimento comercial se podria pensar que
el coste energético para la utilizacion de los nutrientes podria ser igual o muy similar (Figura 7.19),
a pesar de que el contenido mas alto de la metionina en las dietas suplementadas podria significar
un aumento en el consumo de energia, debido entre otras cosas, a la dependencia de ATP para el
catabolismo de este aminoacido. Sin embargo, hay que mencionar que factores como la
temperatura ambiental y el trabajo fisico influyen de forma significativa en el consumo de oxigeno
y en algunos casos podria enmascarar estos efectos. Otro aspecto importante a considerar es la
manipulaciéon de los organismos previa a la entrada a los recipientes, donde se llevd a cabo la
prueba, lo cual pudo generar la gran variabilidad observada. También la variabilidad observada,

pudo deberse al consumo de alimento, el cual puede ser muy distinto entre individuos.

En cuanto a la excrecidn de nitrégeno, su relacion es mucho mas directa con el metabolismo de
compuestos nitrogenados, especialmente aminodcidos, los cuales sufren procesos de
desaminacién para poder ser utilizados como fuente de energia por el organismo, en este sentido,
tanto la cantidad como la calidad de la proteina (entiéndase por esta como valor bioldgico)
influyen de forma decisiva sobre dicha excrecién (Romarheim et al., 2006). En este rubro, no se
encontraron diferencias entre las dietas (Figura 7.20), lo cual podria indicar, que la suplementacién
con el 1% de aminodcidos azufrados no genera cambios importantes en la utilizacion de
aminodcidos como fuente energética en esta especie, lo cual podria asociarse a una proteina de
buena calidad y alta digestibilidad, asi como una buena relacién entre proteina y energia, ya que

todos estos aspectos pueden influir de forma significativa sobre la excrecién de NHs. Al respecto
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Bae et al. (2011) realizaron un estudio en donde suministraron mediante una sonda diferentes
concentraciones de metionina, de 0.25% hasta 0.95%, con una concentracion fija de cisteina de
0.5%, midiendo a las 5 hrs y 24 hrs el amonio presente en plasma, y detectaron una elevacién
cuando la concentracidon de metionina excedia el 0.6% a las 5hrs después de ser sondeados. La
diferencia en el tiempo en que se realizaron las mediciones entre el estudio de Bae y el presente;
las diferencias de consumo entre individuos asi como las condiciones fisicoquimicas del agua,
pudieron disimular las diferencias en la excreciéon entre las suplementaciones de la presente

investigacion.

Hay un efecto de los aminodcidos azufrados y la acidificacion del plasma sanguineo sobre la
perdida de calcio por orina en ratas (Whiting y Draper, 1981), lo cual pone de manifiesto la perdida
urinaria de minerales asociados al control de pH plasmatico. El fésforo es un mineral que puede
sufrir cambios en su concentracién ante un descenso del pH, sin embargo, no se han reportado
perdidas de este mineral asociadas al aumento de AA azufrados en la dieta; al igual que lo
observado en el presente trabajo, donde ninguna de las suplementaciones mostro algun efecto
sobre la excrecion de fésforo en los organismos (Figura 7.21). Lo que si se observé al igual que en
el consumo de oxigeno y excrecidon de nitrégeno, fue una amplia variabilidad de los datos, que
pudo estar influenciada por el estrés de la manipulacién o las diferencias de consumo entre los

individuos.
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9. CONCLUSIONES.

1) La suplementacidon 0.75% taurina/ 0.25% metionina tiene un efecto positivo sobre el
crecimiento de juveniles de trucha arcoiris alimentadas con un 100 % de proteina vegetal (APS y

PS) independientemente de la talla y el ambiente.

2) La suplementacién de taurina y metionina disminuye el contenido de lipidos hepaticos en
truchas de 3.61 cm a 6 cm de longitud. La suplementacién de 1% taurina aumenta el contenido de

proteina en musculo en truchas de 8.9 cm a 15 cm de longitud.

3) Las suplementaciones 1% taurina, 1% metionina y 0.5% taurina/0.5% metionina mejoran la
respuesta inmune no especifica evaluada como el ERM en juveniles de trucha arcoiris. La
suplementacién 0.75% taurina/0.25% metionina tiene un efecto negativo sobre la respuesta

inmune no especifica medida como la actividad de la lisozima sérica en juveniles de trucha arcoiris.

4) La suplementacién de taurina y metionina no generan efecto sobre: el factor de condicidn
K, la conversién alimenticia, la digestibilidad aparente de la proteina, el contenido de lipidos en
musculo, el contenido de proteina en higado, el indice hepatosomatico, el consumo de oxigeno y

excreciones de fésforo y nitrégeno.

5) Estos experimentos fueron afectados por la talla de los peces y el ambiente, como hace

evidente la respuesta diferida de los organismos a algunas suplementaciones.
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10. LISTADO DE ABREVIATURAS.

AA: Aminoacidos

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ANDEVA: Andlisis de Varianza

APS: Aislado de Proteina de Soya

ATP: Trifosfato de Adenosina

CBS: Cistationina Beta Sintasa

CDA: Coeficiente de la Digestibilidad Aparente
CSAD: Acido Sulfinico Descarboxilasa

DE: Desviacion Estandar

DMG: Dimetil Glicina

EB: Energia Bruta

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
ERM: Estallido Respiratorio de los Macréfagos
FES: Facultad de Estudios Superiores

GABA: Acido Gama Amino butirico

GE: Gross Energy

GH: Hormona del Crecimiento (Growth Hormone)
GNMT: Glicina N Metiltransferasa

GP: Ganancia de Peso

HP: Harina de Pescado

IGF1: Insulin-like Growth Factor 1

IHS: indice Hepatosomatico

MAT: Metionina Adenosil transferasa

MJ: Mega Joules

MTHFR: Metileno Tetrahidrofolato Reductasa

NBT: Nitroblue Tetrazolium
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NRC: National Research Council

OD: Optic Density

PB: Proteina Bruta

PEMT: Fosfatidil Etanolamina N Metiltransferasa
PS: Polvo de Spirulina

SAM: S-Adenosil Metionina

SP: Spirulina Powder

SPI: Soy Protein Isolate

SV: Sobrevivencia

TCE: Tasa de Crecimiento Especifico

THF: Tetrahidrofolato
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12. ANEXOS

Anexo 1.

Determinacion del porcentaje de cromo en heces.

1. Se pesan 0.05 g de heces secas (con cromo) y se coloca en un matraz de bola.

2. Se agregan 5ml de acido nitrico 84382 Sigma-Aldrich y se calienta con un mechero en una

campana de extraccion.

3. Se calienta hasta que se eliminen todos los vapores ocres y el liquido se vuelva verde traslucido

después de esto se espera a que se enfrié.

4. Se agregan 3 ml de acido perclérico 244252 Sigma-Aldrich y se calienta hasta que aparezca una

nube blanca arriba de la muestra y la muestra se vuelva amarilla.

5. Enfriar y si la solucidn se vuelve a poner verde se tiene que calentar de nuevo, si aparece un

anillo rojo ya esta lista la muestra para ser medida.

6. Se lleva la muestra a 25 ml (Con agua destilada) y se lee en el HACH DR 2800

(espectrofotémetro) a 540nm y se mide la Absorbancia.
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Anexo 2.

Medicidn del nitrégeno excretado.

1. Se colocan 16.6ml de muestra en la cubeta

2. Se adiciona 2 gotas de estabilizador (2376626 HACH Company) y se agita suavemente

3. Se adicionan 2 gotas a alcohol polivinilico (2376526 HACH Company) y se agita de nuevo

4. Se agregan 0.66ml del reactivo Nessler (2119449 HACH Company) y se deja reaccionar durante

1 minuto

5. Los resultados seran reportados en el HACH DR 2800 (espectrofotémetro) en mg/L método

8038.
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Anexo 3.

Medicién del fésforo excretado.

1. Se colocan 10ml de muestra en la cubeta

2. Se adiciona 0.5ml de molibdovanadato (2076032 HACH Company)
3. Se deja actuar durante 7 minutos

4. La cantidad de fésforo aparecerd en mg/L (método 8114).
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Anexo 4.
Determinacion de lipidos en visceras.
1. Se pesa 0.2 g de muestra (base humeda).

2. Se deposita en un tubo de centrifuga, se agregan 3ml de metanol 322415 Sigma-Aldrich y 1.5 ml
de cloroformo 151858 Sigma-Aldrich.

3. Se agita durante 2 minutos en un vaso con hielo para evitar la evaporacion.
4. Se agregan 1.5 ml mas de cloroformo y se agita durante 2 minutos con hielo.
5. Se pasa a la centrifuga y se pone a 5000 rpm durante 10 minutos

6. Se pasa el sobrenadante a un embudo de separacion se agregan 0.8 ml de agua y se agita. Si
forma dos capas se separa la porcidn inferior, si no se formaron agregar 2 gotas de agua y volver a

agitar, si se llegaran a formar 3 capas preparar 1 ml de clorometanol y agregarlo.
7. Una vez separada la capa inferior, secar en un tubo de ensayo mediante aireacién.

8. Con unos guantes pesar un frasco ambar y después diluir el contenido del tubo de ensayo con

1ml de clorometanol y colocarlo en el frasco ambar.
9. Secar la solucién del frasco ambar mediante aireacion

10. Volver a pesar el frasco dmbar para obtener una diferencia de peso que es proporcional al %

de lipidos en la muestra.
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Anexo 5.
Determinacion de proteina en musculo.
1. Se pesa la muestra (0.01 g en base humeda)

2. Se deposita en un tubo de ensayo y se agrega 1ml de agua destilada y se agita durante 2

minutos.
3. Se agregan 1 ml de reactivo Lowry L3540 Sigma-Aldrich y se deja reaccionar durante 20 minutos
4. Pasados los 20 min agregar 0.5 ml del reactivo Follin F9252 Sigma-Aldrich y esperar 30 minutos

5. Aforar a 10 mly leer en el HACH (espectrofotdmetro) a 540 nm y se mide la Absorbancia.

85



Anexo 6.
Capacidad antioxidante de los hepatocitos (QuantiChrome Antioxidant Assay Kit)

1.- Se pesaron 50 mg de higado y se homogenizaron en 500 pl de 1 x PBS en un tubo Eppendorf
mediante el uso de un homogenizador (Polytron) en un recipiente con hielo seco para evitar en lo
posible la elevacion de la temperatura. Posteriormente la muestra se centrifugo a 14000 rpm

durante 10 minutos para separar los remanentes sdlidos.

2.-Para la realizacién del ensayo se utilizé una placa de ELISA en la cual se agregaron 20 ul de
dilucion de Trolox (BioAssay Systems DTAC 002) para obtener la curva patrén quedando las

concentraciones como se muestran en el siguiente cuadro:

No | 1 mM Trolox + H-0O Vol (uL) Trolox (uM)
1 100ul + Opl 100 1000
2 60ul + 40ul 100 600
3 30ul + 70ul 100 300
4 OulL + 100uL 100 0

Figura 12.1 Diluciones de mM de Trolox

Posteriormente se le agregaron 100 pl del reactivo A (BioAssay Systems DTAC 002) y 8 pl de
reactivo B (BioAssay Systems DTAC 002) por pocillo quedando un volumen total de 128 pl

3.- Se prepararon 70 pocillos correspondientes a las 7 dietas evaluadas, donde se utilizaron 20 pl
del sobrenadante del homogeneizado celular anteriormente preparado mas los 108 ul de los
reactivos A y B. Los pocillos ya preparados se dejaron incubar durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

4.-Posterior la preparacion de las placas se procedié a darles lectura mediante el Varioskanflash

version 4.00.53 a una longitud de onda de 570 nm.

5.-Mediante el software propio del aparato se obtuvo la ecuacién de la curva patrén que se

presenta en la siguiente imagen:
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Abs= 0.00087(Trolox pMol)+0.0064
R2=0.99

Abs= Absorbancia

1100.000

Figura 12.2 Grafica de la curva patrén para el ensayo de la capacidad antioxidante de los hepatocitos

También se obtuvieron las lecturas de absorbancia de los distintos tratamientos

6.-Usando la formula obtenida en la curva patrén se procedid a obtener la concentracién de Trolox

KMol equivalentes de los tratamientos para posteriormente dividirse entre la cantidad de muestra

en relacion al volumen (mg/ml) que para el caso de este ensayo fue de 100 mg /ml, para obtener

los Trolox uMol/mg/ml .
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Anexo 7.
Actividad de la lisozima en suero.
1.-Se determind el contenido de proteina en suero mediante el método de Lowrry

2.-Se realizé una suspensidn de Micrococcus lysodeikticus (células liofilizadas, Sigma-ALDRICH

Chemical company, St. Louis, Mo, USA) 0.3 mg/ml en una solucién de PBS 50mM con un pH de 6.2

3.- Se agregaron 100 pl de suero por cada 900 pl de suspensidon de Micrococcus y se dejo incubar a
temperatura ambiente (25C°), como blanco se utilizé la misma proporcién de Micrococcus mas

100 pl de buffer PBS.

4.- Se leyeron las muestras y el blanco en un espectrofotémetro (HACH DR 2800) a una longitud de

onda de 530 nm y se determind su absorbancia en distintos tiempos (a los 0.5 min, 5min y 20 min).

5.-Las unidades activas se definieron como la cantidad de enzima que causa un descenso en la
absorbancia de 0.001/mg de proteina y se dividieron entre los minutos en que fueron obtenidas

dichas mediciones, para obtener las Unidades Activas (UA)/mg de proteina/minuto.
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Anexo 8.
Estallido respiratorio de los macréfagos.

1.- Para el aislamiento de las células fagociticas, se extrajeron los rifiones y se colocaron en 5ml del
medio L-15 L4386 Sigma-Aldrich (Medio de Leibovitz 14g/l con 0.1% de suero fetal bovino), para
posteriormente realizar un macerado (en un campo estéril) filtrando el contenido en una malla de

100 pm.

2.-Se extrajo el sobrenadante por pipeteo (de 200 ul) y se pasaron a un pocillo de micro placas

(placas de 96 pocillos) ocupando 5 pocillos por muestra.

3.-Se realizaron recambios totales del medio cada 24 horas durante los cuales se eliminaron
células no adherentes y detritos. Se mantuvo el cultivo durante 3 dias tiempo después del cual se

observé crecimiento de células en el fondo de los pocillos.

4.-Para el ensayo se agregd 50 pl de una solucidn 2mg/ml de azul de nitrotetrazolio (NBT) a cada

pocillo y se utilizd como blanco 150 pl de medio L-15 y 50 ul de NBT.

5.-Las placas se dejaron incubar durante 1 hora y fueron medidas en un lector de placas de ELISA

PR 3100 TSC a 620 nm para obtener su absorbancia.

6.-Se le resto a las muestras la absorbancia obtenida por el blanco y para obtener el aumento real

de unidades de densidad 6ptica (OD).

7.-Al término del ensayo mediante agitacion del fondo de los pocillos se obtuvieron las células
fagociticas para ser contabilizadas en la cdmara de Neubauer, facilmente reconocibles por el color

azulado generado de la reduccion del NBT a formazan.

8.-Las unidades de densidad dptica fueron reportadas por cada 10 000 células (10%).
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Anexo 9.

Aminograma de la dieta control.

Analytical Report

AMINOLab
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Evonik Degussa Mexico (1643), Mexico, D.F., Mexico
Descripcion: Dieta control Dait (Tilapia)

Cadigo del Lab.: DE14-0001597-001

Fecha de entrega: 27 August 2014

Fecha de reporte: 19 September 2014

Proteina cruda (%)*: 45.81

Proteina cruda (% tal cual): 49.95

Materia seca (%): 97.56

Resultado del anélisis de aminoécidos / Contenido total después de la

hidrdlisis de proteina

Aminodcido Contenido (%)* AA (%) en CP Contenido (% tal cual)
Metionina 0614 1341 0.670
Cistina 0.646 1.409 0.704
Metionina + Cistina 1.260 2751 1.374
Lisina 217 4621 2.308
Treonina 1491 3.255 1.626
Arginina 2856 6.232 3113
Isoleucina 1.987 4338 2.167
Leucina 3403 7427 3710
Valina 2048 4470 2233
Histidina 1.020 2226 1.112
Fenilalanina 2341 511 2553
Glicina 1.756 3832 1914
Serina 2.231 487 2433
Pralina 3.146 6.867 3430
Alanina 1.699 3710 1.853
Acido Aspartico 4.309 9.405 4.698
Acido Glutimico 10.583 23.101 11.539
Total (sin NH 3) 42246 92218 46.063
Amoniaco 1233 2691 1.344
Total 43479 94,909 47.407
* Valores c para un ido de materia seca de 88%

AA = aminodcido. CP = Proteina cruda




	Portada

	Índice

	Resumen

	1. Introducción

	2. Revisión de la Literatura

	3. Objetivo General   4. Objetivos Particulares

	5. Hipótesis

	6. Material y Métodos

	7. Resultados

	8. Discusión

	9. Conclusiones

	10. Listado de Abreviaturas

	11. Referencias

	12. Anexos


