UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS DEL MAR Y LIMNOLOGIA

EFECTO DE LOS CARBOHIDRATOS DIETETICOS SOBRE EL
METABOLISMO INTERMEDIARIO DEL MERO ROJO
EPINEPHELUS MORIO.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS
PRESENTA:
ANA MARIA CASTILLO LOPEZ
TUTORA PRINCIPAL:
DRA. MARTHA GABRIELA GAXIOLA CORTES
(UNIDAD ACADEMICA YUCATAN UNAM)

COMITE TUTOR:

DR.CARLOS ALFONSO ALVAREZ GONZALEZ (UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE
TABASCO)

DRA. RUTH PEDROZA ISLAS (UNIVERSIDAD IBEROAMERICANA).

DRA. CRISANTEMA HERNANDEZ GONZALEZ (CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C., UNIDAD MAZATLAN)

DR. ROBERTO CIVERA CERECEDO (CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS DEL
NOROESTE CIBNOR)

SISAL,YUCATAN, FEBRERO 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

Posgrado en l ] N M
Ciencias del Mar POSGR 1DOM
; 7 ' ] Ssr e
y Cimmologia Clencias dél Mar’y L o]
Limnologia

EFECTO DE LOS CARBOHIDRATOS DIETETICOS SOBRE EL
METABOLISMO INTERMEDIARIO DEL MERO ROJO
EPINEPHELUS MORIO.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS
PRESENTA:

ANA MARIA CASTILLO LOPEZ
TUTORA PRINCIPAL:
DRA. MARTHA GABRIELA GAXIOLA CORTES
(UNIDAD ACADEMICA YUCATAN UNAM)

COMITE TUTOR:

DR.CARLOS ALFONSO ALVAREZ GONZALEZ (UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE
TABASCO)

DRA. RUTH PEDROZA ISLAS (UNIVERSIDAD IBEROAMERICANA).

DRA. CRISANTEMA HERNANDEZ GONZALEZ (CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C., UNIDAD MAZATLAN)

DR. ROBERTO CIVERA CERECEDO (CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS DEL
NOROESTE CIBNOR)

SISAL, YUCATAN, FEBRERO 2018



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

Dedicatoria

AVERA Y BRAULIO



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

Esta tesis de doctorado fue financiada por el proyecto 219713-3 PAPIIT de la UNAM, la
beca de doctorado otorgada por CONACYT, y gracias al apoyo técnico de M. en C. Jaime
Suérez Bautista, Ing. Adriana Paredes Medina, M. en C. Karla Susana Escalante Herrera, M.
en C. Ariadna Berenice Sdnchez Arteaga, M. en C. Carmen Galindo de Santiago, Ing. Rafael
Eduardo Pacheco Goéngora.



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

Resumen

El nivel de inclusion més adecuado de proteina para el género Epinephelus morio es de
alrededor de 50%, sin embargo, en el género se ha logrado modificar la energia en los
alimentos al incluir carbohidratos como almidones, logrando disminuir el nivel de inclusion
de las proteinas hasta 44%. Los carbohidratos representan una fuente de energia que puede
sustituir la proteina como sustrato energético y pueden ser utilizados por los peces E. morio
ya que estos cuentan con actividad de a-amilasa y a-glucosidasa en los ciegos piloricos e
intestino (Castillo, 2011).

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de diferentes fuentes de
carbohidratos en el metabolismo intermediario del mero E. morio. Para ello, el estudio fue
dividido en 5 partes. En el Capitulo I se evaluaron los metabolitos glucosa y glucdgeno asi
como las enzimas digestivas (a-amilasa y a-glucosidasa) y 4 enzimas del metabolismo
intermediario (PK, GK, FBPasa, ALAT), en juveniles silvestres del medio natural en
diferentes épocas el afio, encontrando que no hay diferencias en la actividad enzimatica de
en las enzimas digestivas. Sin embargo la PK tuvo mayor actividad en época de lluvias (6.0
+0.5°Umg! de proteina; p>0.05), época donde es posible encontrar las presas preferenciales
de este pez, y es en nortes donde las reservas se acumularon, por lo que se encuentra el valor
del glucogeno mas alto (69.4 £ 6.7 mg g'higado); esta condicién permitié a estos peces
migrar para la época de secas, ya que en secas se encontraron los peces de menor talla; estos
peces llegaron después reclutarse a las costas de Sisal para alimentarse y buscar refugio. En
el capitulo II se muestran los resultados de un ensayo preliminar para evaluar la utilizacion
de dos fuentes de almidon (trigo y maiz) con diferentes caracteristicas a un nivel de inclusion
de 15%. El alimento que contenia almidon de maiz crudo (AMC) permitid obtener la mayor
ganancia en peso (865.63 g en 61 dias), coeficiente térmico de crecimiento (CTC) y el
coeficiente de crecimiento (CDC). El tratamiento AMC fue mejor utilizado quizas por tener
en promedio el granulo de almidon mas pequeio y por tener una distribucion de granulo
unimodal. La actividad de las enzimas digestivas (a-amilasa y a-glucosidasa) no fue diferente
entre los peces de ambos tratamientos. Sin embargo, al evaluar la enzimas reguladoras del
metabolismo intermediario en AMC y REF, se observo una tendencia a ser mayor la actividad
de la PK (104.8 + 8.1 U mg™! proteina) en AMC, mientras que la FBPasa y la ALAT tuvieron
mayor actividad en los peces alimentados con el alimento que no contenia almidon (REF).

En el capitulo III para determinar la curva de tolerancia a la glucosa en E. morio, fueron
alimentados por 61 dias peces con una tratamiento con AMC (15% de carbohidrato) y un
tratamiento sin almidon REF, se utilizaron dos métodos para suministrar la glucosa: oral e
intraperitoneal. El método que mostrd mas eficiencia en esta prueba fue cuando se suministrd
la glucosa via intraperitoneal. Los peces alimentados con AMC presentaron una mejor
regulacion de la glucosa, ya que la recuperacion de los niveles fue a las 24 hrs., a diferencia
de los peces que fueron alimentados con el alimento REF. E morio fue capaz de regular la
glucosa postprandial en 24 hrs., a diferencia de otras especies carnivoras como S. aurata y
D. labrax que lo hacen a las 72 hrs.

En el Capitulo IV se evaluaron almidones con diferentes tamafios de granulo, porcentaje de
amilopectina: amilosa, y con diferente tratamiento: crudo y gelatinizado. Los almidones
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utilizados fueron almidon de maiz crudo (AMC): almidén de papa crudo (APC), almidon de
papa gelatinizado (APG) y almidon de maiz waxy (AMW) utilizando en este experimento,
con un nivel de inclusion de 20 % de carbohidratos. No se detectaron diferencias
significativas en la actividad de las enzimas digestivas (a-amilasa y a-glucosidasa), mientras
que se logro activar a las enzimas reguladoras del metabolismo intermediario (GK, PK,
FBPasa; G6P-DH, 6PG-DH y ALAT). Los AMC y AMW mostraron los valores mas altos
en el CDC y CTC (p< 0.05). La actividad enzimatica de la GK mostrd el valor
significativamente mas alto (p< 0.05) con el alimento AMC (5.2+£0.9 U/mg de proteina), asi
como la mayor actividad de la HK-I se presentd en los juveniles alimentados con AMC
(23.4+2.7 U/ mg! de proteina). La 6PG-DH fue mayor con el alimento AMC (71.1£7.6 U/
mg! de proteina). La PK presentd el valor més alto con el alimento AMC (56.947.4 U/m g’!
de proteina). El almidon de papa no fue el mejor utilizado por los peces, quizas el tamafio de
granulo de la papa que es muy grande (~100), disminuy6 la velocidad de hidrolisis de la
enzimas digestivas. Los valores de la glucosa se mantuvieron constantes, lo que puede indicar
que E. morio puede tolerar 20% de inclusioén de carbohidratos sin presentar hiperglucemia.
En el capitulo IV se llevo a cabo el Gltimo ensayo: el experimento de ayuno, alimentacion y
realimentacion utilizando un tratamiento con AMC. Los resultados mostraron que los peces
mantuvieron estable la glucosa durante el periodo de ayuno, lo que sugiere que E. morio
tiene la capacidad de mantener su metabolismo en homeostasis, activando las rutas
metabolicas que logren regular la glucosa durante la restriccion alimenticia. Sin embargo, el
valor del glucogeno en el higado de los peces disminuyé durante el ayuno (73.6 = 8 mg g’!,
p<0.05) lo que indica que E. morio utiliza al glucégeno como sustrato energético durante el
ayuno. Para los dias de realimentacion, este pez presenta el valor de la FBPasa més alto en
el dia 1, sugiriendo que la primera ruta en activarse es la gluconeogénesis, para recuperar el
glucogeno de reserva. Los peces presentaron la mayor actividad de GK en el dia 12, y la
mayot actividad de PK en el dia 20, lo mismo que las enzimas 6PG-DH y la G6P-DH,
encargadas de formar ribulosa 5- fosfato en la ruta de la via de las pentosas fosfato. E. morio,
al ser un pez carnivoro, logra mantener periodos de ayuno prolongado, ademas tener una
eficiente recuperacion de la regulacion metabolica. Es posible aseverar que E. morio presenta
un aumento en la actividad GK al ser alimentado con alimento que contiene almidon, y
ademas es capaz de regular la homeostasis de la glucosa, después de recibir una carga de
glucosa postprandial, en un tiempo de 24 horas. Se concluye que el AMC fue la fuente de
almidén que permitido obtener los mejores resultados en los pardmetros zootécnicos
evaluados, y lograr activar las rutas glucoliticas a traves de las enzimas GK disminuyendo
las vias glucoeogenicas. E. morio es un pez omnivoro capaz de tolerar 20 % de inclusion en
su alimento sin presentar hiperglucemia

Palabras clave. E. morio, metabolismo intermediario, glucosa y glucogeno
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Summary

The most suitable level of inclusion of protein for Epinephelus morio is around 50%,
however, in the genus it has been possible to modify the energy in feeds by including
carbohydrates (cbh) such as starches, reducing the level of inclusion of protein down to 44%.
cbh represent a source of energy that can replace protein as an energy substrate; and can be
used by juveniles E. morio since they have activity of a-amylase and a-glucosidase in pyloric
caeca and intestine (Castillo, 2011).

The objective of the present study was to determine the effect of different cbh sources on
intermediary metabolism of E.morio and the present study was divided into 5 parts.

In Chapter I, glucose and glycogen metabolites were evaluated, as well as digestive enzymes
(a-amylase and a-glucosidase) and four metabolic enzymes (PK, GK, FBPase, ALAT), in
juveniles caught at different times of the year in their natural environment. There was no
difference in activity of digestive enzymes. However, PK was more active (6.0+/-0.5 Umg’!
protein) during the rainy season (p>0.05), a period where it is possible to find preferential
preys of this fish. During Nortes period, the reserves were accumulated and so the highest
glycogen value was found in liver (69.4+6.7mg g!). Such condition allowed these fish to
migrate to the dry season where smaller fish were found. These fish arrived later to be
recruited along the coasts of Sisal to feed and find refuge.

Chapter II showed results of a preliminary trial to evaluate the utilization of wheat and corn
starches at 15% inclusion level. Diet containing raw corn starch (RCS) allowed the highest
weight gain (866g in 61 days) through 2 coefficients (CDC and CTC). RCS treatment was
best perhaps because it exhibited on average the smallest starch granule and a unimodal
granules distribution. Digestive enzyme activities (a-amylase and a-glucosidase) were not
different between fish of both treatments. However, when evaluating intermediary metabolic
enzymes with RCS and REF diets, there was a tendency to get more active PK
(104.8+8.1Umg 'protein) in RCS, while FBPasa and ALAT had higher activity in fish fed
REF (without starch).

In Chapter III, to determine the glucose tolerance curve in E.morio, fish were fed RCS
treatment (15% cbh) and a non-starch REF diet for 61 days. Among two methods to supply
glucose (oral or intraperitoneal) the most efficient was glucose administered
intraperitoneally. Fish fed RCS presented a better glucose regulation, since the recovery of
initial level was done in 24 h. unlike fish fed REF. E.morio was able to regulate postprandial
glucose in 24 h contrasting with other carnivorous species (S. aurata and D. labrax) that did
it after 72h.

In chapter IV, starches were evaluated for different granule sizes, amylopectin:amylose
percentage and crude or gelatinized. Starches were crude corn starch (RCS), raw potato starch
(RPS), gelatinized potato starch (GPA) and waxy corn starch (WCS) at 20% inclusion level.
No significant differences were detected in a-amylase or a-glucosidase, activities whereas it
was possible to activate intermediary metabolic enzymes (GK, PK, FBPase, G6P-DH, 6PG-
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DH and ALAT). RCS and WCS diets showed the highest values in CDC and CTC (p<0.05).
GK activity showed the highest value (p<0.05) with RCS (5.2+/-0.9U/mg protein), as well
as the greatest activity in HK-I in juveniles (23.4+/-2.7U/mg"! protein). RCS diet produced
highest activities on 6PG-DH and PK with 71.1+/-7.6U/mg! protein and 56.9+/-7.4U/m g’!
protein respectively. Potato starch was not the best utilized by fish, perhaps the size of potato
granules was too large (~100p), slowing down the hydrolysis by digestive enzymes. Glucose
values remained constant, which may indicate that E.morio tolerate 20% cbh without
presenting hyperglycemia.

In chapter IV, RCS diet with 20% maize was used during fasting and feeding experiment.
Glycaemia remained stable during fasting period suggesting that E.morio had the ability to
maintain its homeostasis. Active metabolic pathways regulate glucose during feed restriction.
However, glycogen value (73.6+/-8mg g!) in the liver decreased during fasting (p<0.05),
which indicates that E.morio utilized this substrate during fasting. During refeeding, this fish
presents the highest FBPase value on day 1. It is suggested that the first route to be activated
is gluconeogenesis, to recover glycogen reserve. GK had its highest level on day 12, and PK
on day 20, as well as 6PG-DH and G6P-DH, responsible for ribulose 5-phosphate in pentose
phosphate pathway (PPP). E.morio, being a colossal carnivorous fish, managed to maintain
a prolonged fasting period, in addition to having an efficient recovery of its metabolic
regulation. Therefore, E.morio presented an increase in GK activity when fed a diet with
starch. It can regulate its postprandial glucose homeostasis after receiving a glucose load, in
a time shorter than a carnivorous fish such as trout.

RCS was the source of starch that allowed obtaining the best result with zootechnical
parameters evaluated; glycolytic routes are active. E.morio is able to adapt to a diet with 20%
cbh without showing signs of hyperglycemia.

Key words: Grouper, intermediary metabolism, glucose, glycogen, fish, carbohydrate
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Introduccion general

La captura de peces al final de los anos 1990°s representaba el 75% de la produccion total,
alcanzando en el 2001 alrededor de 90 millones de toneladas (FAO, 2010). La acuacultura
de especies de importancia comercial se fue incrementando anualmente a una tasa de
produccion de 6.2% (Failler, 2015), pero a pesar de este importante desarrollo de la
produccion acuicola, existe una gran dependencia de la captura de pescado para la
elaboracion de alimentos balanceados, que incluyen una gran porcentaje de harina y aceite

de pescado (FAO, 2014).

Para producir por acuacultura de forma sostenible es necesario buscar nuevas fuentes de
proteinas y de sustitutos energéticos para la elaboraciéon de alimentos que cubran los

requerimientos energéticos de las especias cultivadas.

La inclusion de carbohidratos en las dietas surge como una alternativa para disminuir el nivel
de inclusion de proteinas, por lo que se ha generado un importante desarrollo de metodologias
nuevas y de estudios encaminados a conocer la adaptacion de las especies para la utilizacion

de los carbohidratos como fuentes de energia.

Los carbohidratos proveen de energia a los organismos y ademads son precursores en diversas
reacciones de sintesis y de oxido—reduccion que se convertirdn en intermediarios de
componentes estructurales de las células (Hochachaka 1969; Tarr, 1972 y Demagl, 1978).
Los peces tienen relativamente altos requerimientos de minoacidos esenciales, de manera
que los carbohidratos son pobremente utilizados y representan una tltima opcion metabodlica
de fuente de energia para estos animales, por lo que las proteinas y los lipidos son los sustratos

energéticos preferentes para los peces (Walton y Cowey, 1981).

En los peces, después de ingerir una carga de glucosa en la dieta los niveles de glucosa se
elevan rapido y no retornan a sus niveles basales hasta después de un tiempo prolongado,
esta condicion los identifica como organismos intolerantes a la glucosa. Durante los afios
70’s aumento el interés por los estudios dirigidos a conocer los mecanismos de regulacion de

la glucosa en peces, evaluando la tolerancia a partir de una curva, midiendo la concentracion
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de insulina e inyectando insulina exogena después de una carga de glucosa dietética (Wilson
1995, Panserat 2005). Otros estudios consistieron en evaluar la respuesta a diferentes
inclusiones de carbohidratos en los alimentos, desde azicares simples (glucosa, dextrina,
fructosa, maltosa) hasta mas complejos como el almidéon (Mazeaud, 1973; Palmer, 1974;

Bergot, 1979; Cowey et al., 1977).

Las investigaciones apuntaban a que los peces presentaban los mecanismos para utilizar
glucosa dietética como sustrato energético, ya que se observd que después de una ingesta
prolongada de alimento con carbohidratos, los peces podian almacenar la energia en forma

de glucogeno y lipidos, de manera muy similar a los mamiferos.

Segun Panserat (2014) se generaron 3 hipotesis sobre la hiperglucemia inducida por la

glucosa postprandial en peces:

1. Baja fosforilacion de la Hexocinasa (HK) en tejidos insulina-sensibles, asi como bajo

numero de transportadores de insulina en musculo.
2. Ausencia de la expresion inducible de la Glucocinasa (GK), en el higado.

3. En algunas especies, los aminoacidos son reconocidos como moléculas que pueden actuar

como glucosa y pueden inducir a la secrecion de insulina.

De manera que las respuestas a estas hipotesis han sido abordadas por muchos investigadores

para entender los procesos involucrados en la regulacion de la glucosa por los peces.

En 1973, el estudio de las enzimas hexocinasas involucradas en esta reaccion se estaba
desarrollado para mamiferos. Se sabia que existian ciertas isoformas de las hexocinasas que
actuaban de manera diferente en funcion de la concentracion de glucosa; algunas isoformas
presentaban mayor afinidad por lo que su Km era baja (0.01-0.1 mM) y eran inhibidas por
Glucosa 6-fosfato (G6P), pero se observd que en muchos animales altas concentraciones de
glucosa en plasma podian inducir una isoforma mas especifica a glucosa, y que no era
inhibida por la G6P, ademas presentaba baja afinidad por la glucosa, por lo tanto, su Km era
mas alta (10mM), de manera que la respuesta mas aceptada para explicar la capacidad de un

organismo a la glucosa radicaba en la capacidad de fosforilar la glucosa a G6P (Newsholme
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y Start, 1973). Se demostrd que algunos peces, rumiantes y aves no presentaban actividad de
la GK y el mecanismo de control de la glucosa dependia inicamente de la actividad de las

isoformas de hexocinasas con alta afinidad.

Uno de los trabajos pioneros para determinar actividad en peces fue el de Abel et al. (1978),
quienes reportaron la induccion de actividad de GK en la trucha arcoiris después de ser
alimentada con alto contenido en carbohidratos en el alimento. Sin embargo, es hasta que
Tranulis et al. y Borrebeak et al.,(1996) , iniciaron estudios mas detallados del mecanismo
de la GK en el higado del salmon, después de lograr la purificacion de la GK. La presencia
de la GK ha sido confirmada en varias especies como la trucha arcoiris, D. labrax, P.
Sfluviatilis, carpa comun (Borrebaek., 2000, Panserat et al., 2000; Casseras et al., 2000; Enes
et al., 2006; citados en Panserat, 2014).

Walton y Cowey (1981) en su revision sobre metabolismo intermediario, describen los
mecanismos principales de utilizacion de la glucosa dietética: una vez formada la glucosa-
6P ya no puede cruzar la membrana celular, queda atrapada dentro de la célula y es cuando
es destinada a tres rutas principales: a) glucdlisis (via Embden-Meyerhof), b) formacion de

glucogeno (glucogenogénesis), y ¢) via de las pentosas fosfato.
Glucogenogénesis

Una vez formada G6P, es convertida en un isdémero glucosa-1-P por una fosfoglucomutasa
(EC. 2.7.5.1) que segln los autores ha sido detectada en varios tejidos de peces (Nagayama
etal., 1972). La glucosa 1-P y uridina trifosfato forman un intermediario, la UDP-glucosa, la
cual fue detectada en higado de carpa y trucha (Zhivkov, 1971). Esta UDP-glucosa es un
intermediario que se convierte en glucogeno a través de la accion de una glucdgeno sintetasa
(EC 2.4.1.11), enzima que ha sido detectada en el higado y el musculo de la trucha arcoiris,

carpa, lampreas (Ingram, .1970; Murat y Plisets-kaya, 1977).
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Glucolisis

Se ha detectado la actividad de todas las enzimas que participan en la glucolisis en varios
tejidos de peces, como Salmo salar, Oncorhynchus mykiss, Sparus aurata, Dicentrarchus
labrax (Panserat, 2001; Walton y Cowey, 1976: Nakai et al., 1960; Meton et al., 2003;
Vieigas et al., 2012). La G6P es catabolizada a piruvato en este proceso interviene enzimas
que son consideradas como punto control de la glucolisis, como las hexocinasas (incluyendo
GK), piruvato cinasa (PK) y la fosfofructocinasa (PFK-1). La glucosa convertida en lactato
(en condiciones anaerdbicas) o piruvato (en condiciones aerdbicas) es oxidada en el ciclo de
Krebs. Se ha observado que todos los tejidos de peces pueden utilizar la glucosa por varias
rutas, Mc Leod (1963) detect6 la formacion de lactato a partir de glucosa al adicionar
hexocinasa de levadura a diferentes tejidos en la trucha, encontrando actividad glucolitica en
orden decreciente corazon>musculo>cerebro>higado>rifion. Sin embargo, Knox (1980)

detectd la mayor actividad en el higado en esta misma especie.
Via de las Pentosas Fosfato

En esta ruta metabolica se genera gran parte del poder reductor que se utiliza para la
formacion de lipidos, por medio de la produccion del NADPH, y se lleva a cabo por la accioén
de dos enzimas deshidrogenasas: la 6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH) y la 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PG-DH). El ciclo de las pentosas es una via alternativa de
oxidacion de la glucosa que produce NADPH, en esta via se forman equivalentes de
reduccion y pentosas fosfato que son necesarias para la sintesis (Shimeno, 1982). Se ha
reportado en peces, principalmente carnivoros, existe una actividad mayor de la G6P-DH

(Barroso, 1999).
Catabolismo de Proteinas

El higado es el o6rgano que genera la mayor cantidad de precursores para procesos de
biosintesis, en la cual la mayor parte de la glucosa estd destinada a seguir rutas anabdlicas,
dejando como segunda opcidn la glucosa para formacién de piruvato, para la oxidacion

(Cowey y Dalton, 1981).
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En peces la mayoria de los cetoacidos destinados a la oxidacion provienen del catabolismo
de aminoacidos y estos precursores son destinados al ciclo de Krebs si es que se requiere
energia para producir ATP, o bien cuando no hay requerimientos energéticos, estos
precursores son direccionados a la formacion de G6P, por medio de la via de la

gluconeogénesis (Cowey y Dalton 1981).

En términos generales, para los afos 80’s se tenia el conocimiento de la presencia de la
maquinaria enzimatica involucrada en la homeostasis de la glucosa, que aportaba
informacion sobre la intolerancia que los peces presentaban ante cargas de glucosa. Moon
(2001) realiza una revision de los estudios que hasta entonces se habian hecho para entender
el mecanismo de homeostasis de la glucosa en los peces; una sintesis de estos estudios se

presenta a continuacion.

1) Casi todos los peces presentan una tasa de consumo de oxigeno que representa un
10% de la tasa de los mamiferos, de manera que la absorcion de nutrientes, en general
el metabolismo de los peces, es mas bajo que los mamiferos, lo que implica una tasa
de consumo de glucosa mas lenta.

2) Han sido identificados varios tipos de transportadores GLUT en el musculo de peces,
y presentan vias de sefializacion para la insulina similares a las de los mamiferos
(Ebeling et al., 1998).

3) No se considera que los peces presenten una deficiencia en la cantidad de insulina
que sea la consecuencia a la intolerancia a la glucosa, pero si se sabe que hay un bajo
numero de receptores de insulina.

4) Existen otras hormonas que de manera indirecta pueden influir en la homeostasis de
la glucosa, como glucagon, somatostatinas, hormonas del crecimiento, catecolaminas
cortisol.

En los afios siguientes, los estudios sobre la regulacion de la glucosa fueron més detallados,
incluyendo estudios in vitro de cultivo de hepatocitos y conociendo los genes implicados en
la homeostasis de la glucosa. Por ejemplo, se hicieron estudios aislando hepatocitos de
Anguilla rostrada (Renaud y Moon, 1980) demostrando que la gluconeogénesis en los

hepatocitos fue estimulada por el lactato, el glicerol y la alanina, siendo potencialmente
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estimulada por la presencia de glucagon, generando el mayor formacion de glucoégeno. Foster
et al. (1993) en la especie Myxine glutinos, encontraron una diferenciacion en funcion de los
hepatocitos dentro del higado; encontraron una regién dominantemente gluconeogénica y
oxidativa, y otra regién con preferencia por glucogendlisis y glucolisis. Panserat et al.,
(2000), trabajando con la trucha arcoiris, demostraron por primera vez la fosforilacion de la
glucosa en peces carnivoros en presencia de la GK; en estudios posteriores, se demostro la
expresion de GK no solo en higado, sino también en hipotdlamo y pancreas (Polakof et al.,

2007).

Entre los trabajos realizados recientemente sobre las enzimas del metabolismo intermediario,
sobresalen los estudios de Fernandez et al. (2006) en Sparus aurata, quienes utilizaron tres
niveles de inclusion de almidon (5%, 18% y 26%) logrando obtener una alta correlacion entre
la actividad de la Fosfofructocinasa-1 (PFK-1), PK, Glucosa 6-fosfafo deshidrogenasa (G6P-
DH) y la 6PG-DH al incrementar el nivel de inclusion. Posteriormente, Enes (2010), en la
misma especie, utilizo diferentes fuentes de carbohidratos (almidéon de maiz gelatinizado,
dextrina, maltosa y glucosa) encontrando que los peces presentaron hiperglucemia durante 6
horas después de ser alimentados, y que esta condicion fue menor en los alimentados con
almidon. La actividad de la GK y PK fue mayor en los peces alimentados con glucosa, y
menor en los alimentados con maltosa. En la S. sarba, al utilizar 2% y 20% de dextrina por
un periodo de 4 semanas, la expresion de ARN mensajero de la GK yla G6P-DH incremento,
y también aument? el indice hepatosomatico. Los autores concluyen que la S. sarba es capaz
de adaptarse a una dieta con altos contenidos de dextrina, que le permite reorganizar las rutas
metabolicas; esto se demostro debido al aumento del glucogeno en higado (Leung et al.,

2011).

El interés generado por el estudio de especies comerciales surge a partir de hacer una
acuacultura que proponga modelos de nutricion basados en la fisiologia y metabolismo de
las especies, alimentos de bajo costo que aseguren la adaptacion de los organismos al cultivo,
y disminuyendo la produccion pesquera. En el afio 2030 se espera que la produccién acuicola
para consumo humano represente el 50 % de la produccion total (Failler, 2009). Sin embargo,

esta meta depende del desarrollo de las metodologias del cultivo especializado, ya que las
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especies de peces carnivoras dependen de la pesca comercial de peces pequeiios para
satisfacer la fuente de proteina y lipidos, que provienen principalmente de la harina y aceite
de pescado (Tacon, 2008; Kristofersson et al., 2006). De manera que incluir alimento de bajo
costo con la sustitucion de proteina por carbohidratos, es vital para el desarrollo de una
acuacultura sustentable, y de ahi surge la necesidad de realizar estudios sobre el uso de los
carbohidratos dietéticos como fuente energética en las especies de cultivo, que nos puedan
generar un mejor entendimiento sobre la bioquimica, fisiologia y metabolismo de las peces

(Viegas, 2012)

Epinephelus morio es un pez de gran importancia econdmica en el Sureste del pais, y una de
las especies mas comerciales del Golfo de México (Brulé¢ y Deniel, 1989), lo que coloca a
las poblaciones silvestres en una situacion critica por sobreexplotacion por pesca, ya que en
las ultimas décadas la poblacion se ha reducido a un tercio de la original (Doi ef al., 1981,
Arregui et al., 1987, Burgos-Rosas y Pérez-Pérez, 2006).

En esta situacién, E. morio se convierte en una especie candidata a ser cultivada. En otros
paises como Tailandia, Malasia, Singapur, Hong Kong y China se estd desarrollando el
cultivo de especies del género Epinhepelus, teniendo resultados positivos.

Es por ello que el estudio dirigido a conocer los requerimientos nutricionales de la especie
daria la pauta a la formulacion de alimentos que permitan mantener y aclimatar las especies
al cautiverio, con el objetivo de lograr su adaptacion a las condiciones en cultivo, asi como
contar con alimentos que contengan menores cantidades de proteina y que puedan ser
comercializados.

Sobre E. morio, se desconoce el nivel 6ptimo de inclusidén de carbohidratos y la capacidad
regulatoria de la glucosa dietética, sin embargo, se sabe que un pez carnivoro presenta la
maquinaria enzimatica necesaria para digerir carbohidratos, ya que se demostrd en juveniles
silvestres del medio natural actividad de a-amilasa y a-glucosidasa (Castillo, 2011), ademas
Silva et al.(2014), con experimentos realizados en digestibilidad in vivo e in vitro, determin6

que el nivel 6ptimo de inclusion de proteina para la especie es de 45%.
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Justificacion

E. morio es un pez que a pesar de tener un amplio espectro de presas en su dieta es
considerado un carnivoro estricto y presenta como presas preferenciales a los crustaceos
(Brulé, 1986 y 1994). Asimismo, es un pez que durante su vida tiene migraciones estacionales
relacionadas a su conducta alimentaria y reproductiva (Lopez, 2009). En condiciones
ambientales no favorables, cuando las presas preferenciales no estan disponibles, E. morio,
al presentar esta gama tan amplia de presas en su dieta, puede reducir la competencia. Se ha
demostrado que los peces pueden cambiar su perfil metabdlico al ser sometidos a cambios
en su dieta; se conoce que los peces tienen enzimas y rutas metabdlicas que les permiten
regular el metabolismo de carbohidratos en el alimento (Cowey y Walton, 1989; Baanante et
al., 1991; Shimeno et al., 1993 y 1996, Meton et al., 1999, 2003 y 2004). Se ha demostrado
también que en ciertas especies de peces carnivoros los carbohidratos pueden ser asimilados,
permitiendo un balance energético y la disminucion en el porcentaje de proteina en el

alimento (Chen y Chen, 1986; Chen y Tsai 1994; Douglas et al., 2000).

En cuanto a los carbohidratos existen muchas interrogantes; las evidencias demuestran que
ciertos peces pueden presentar la maquinaria enzimética necesaria que les permita utilizar los
carbohidratos como fuente energética, considerando también la fuente de almidon, y la
presencia de hexocinasas capaces de fosforilar la glucosa dietética, en especial la GK
(hexocinasa 1V), enzima considerada clave en la glucdlisis, y principal reguladora de la
glicemia por presentar una Km alta que le permite fosforilar mas cantidad de glucosa
(Tranulis et al., 1994; Panserat et al., 1999; Fernandez et al., 2006; Enes et al., 2010; Metén
et al., 2003 y 2010). Se ha demostrado que juveniles silvestres de E. morio, presentan
actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa (Castillo, 2011). Se sabe que durante el proceso
de digestion de los almidones, la a-amilasa rompe los enlaces a-D-(1-4)-glucosidicos del
almidoén, y que la distribucion y relacion de la amilosa y la amilopectina en el granulo
contribuye en la estructura y propiedades funcionales de los diferentes almidones. La
amilopectina por su conformacion ramificada puede presentar mayor disponibilidad de los

enlaces a(1-4) glucosidicos sobre los cuales actia la o-amilasa (Bello-Pérez, 2002).
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Se sabe que los peces presentan adaptaciones metabolicas para enfrentar periodos de ayuno
prolongado. Los peces carnivoros y migratorios, mantienen los niveles de glucégeno como
principal reserva energética, obteniendo la glucosa necesaria de vias gluconeogénicas
(Farbridge y Leatherland, 1992). Sin embargo, y a pesar de lo anterior, existe controversia
sobre la capacidad de los peces carnivoros para asimilar y utilizar los carbohidratos como
fuente energética, y en consecuencia son necesarios estudios para conocer el verdadero
estado fisiologico de las sustituciones en su alimentacion, asi como también es necesario
tener conocimiento sobre la capacidad de cambiar el perfil metabolico y de adaptacion a estas

nuevas fuentes energéticas con la presencia de actividad enzimatica de la GK.
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Hipotesis general

E. morio en el medio natural presenta actividad de la o-amilasa y la a-glucosidasa en
intestinos y ciegos piloricos (Castillo, 2011). Se espera un incremento en la actividad de estas
enzimas digestivas en peces alimentados con los almidones que presenten la mayor
disponibilidad de enlaces a-D-(1-4)-glucosidicos. Como resultado de esta digestion, se
espera una mayor concentracion de glucosa circulante en plasma, que sera la senal para la
activacion de la glucocinasa del higado (hexocinasa IV). Esto permitird un incremento de la
fosforilacion de la glucosa dietética, que podrd ser asimilada dentro del metabolismo
intermediario de este 6rgano. La presencia de la actividad glucocinasa hepdatica permitira
considerar a los juveniles silvestres del mero rojo E. morio, como omnivoros con tendencia
a la carnivoria, como ha sido descrito para otras especies (Van Schaftingen, 1994; Blin y

Panserat, 1999).
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Objetivo general

Evaluar en el mero rojo E. morio la utilizacion de diferentes fuentes de almidones dietéticos,
a través de la actividad de enzimas digestivas (o-amilasa y la a-glucosidasa), la glucosa en

plasma y la actividad de enzimas clave del metabolismo intermediario en higado (GK, PK,

G6P-DH, 6PG-DH, ALAT, ASAT y FBPasa).
Objetivos especificos
Capitulo I

Juveniles silvestres del mero rojo Epinephelus morio

1.Evaluar la glucosa en sangre y el glucogeno en higado de los juveniles silvestres de E.

morio en diferentes épocas del afio: lluvias, nortes y secas.

2.Evaluar la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa de los juveniles silvestres de E.

morio en diferentes épocas del afio: lluvias, nortes y secas.

3.Evaluar la actividad de las enzimas clave del metabolismo intermediario (PK, G6P-DH,
6PG-DH, FBPasa) del higado de juveniles silvestres de E. morio en diferentes épocas del

afo: lluvias, nortes y secas.
Capitulo IT

Ensayo preliminar para determinar nivel de inclusion y mejor fuente de carbohidratos
dietéticos en los juveniles de E. morio con dos fuentes botanicas diferentes: almidon de

maiz y almidon de trigo.

4.Evaluar la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa en ciegos pildricos e intestino de
juveniles silvestres de E. morio alimentados con almidones nativos de maiz y trigo, de

diferentes tamafios de granulo de almidon (maiz 5 a 25 um, trigo 2-38 pum).
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5.Evaluar la actividad de la o-amilasa y la a-glucosidasa con almidones de maiz y trigo, en
su forma nativa y tratados por el proceso de gelatinizacion, en ciegos piloricos e intestino de

los juveniles silvestres de E. morio.

6.Evaluar la glucosa en sangre y el glucogeno en higado de juveniles silvestres de E. morio

alimentados con los almidones nativos y gelatinizados de maiz y trigo.

7.Evaluar la actividad de las enzimas reguladoras del metabolismo intermediario en

organismos alimentados con alimentos que contienen o no almidon.
Capitulo III

Tolerancia a la glucosa de juveniles silvestres de E. morio aclimatados a alimento con

carbohidratos.

8. Determinar las curvas de tolerancia a la glucosa en juveniles silvestres de E. morio

alimentados con alimentos que contienen o no 15 % de almidén.

9. Determinar la actividad de las enzimas del metabolismo intermediario en juveniles

silvestres de E. morio alimentados con alimentos que contienen o no 15 % de almidon.
Capitulo IV

Utilizacion digestiva de almidones de acuerdo a su origen botanico (maiz, trigo o papa)

y procesamiento (waxy o gelatinizado) en juveniles silvestres de E. morio.

10. Determinar la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa en ciegos pildricos e intestino
de juveniles silvestres de E. morio alimentados con alimentos que contienen almidones
nativos de maiz y papa con diferentes tamafios de granulo de almidén (maiz 5 a 25 pm, trigo

2-38 um, y papa 15 a 100 pm).

11. -Evaluar la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa en ciegos piléricos e intestino de
juveniles silvestres de E. morio alimentados con alimentos que contienen almidones de maiz

y papa en su forma nativa, y gelatinizados.
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12.Evaluar la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa en ciegos pildricos e intestino de
juveniles silvestres de E. morio alimentados con alimentos que contienen almidones de maiz,
papa y almidon de maiz waxy con diferentes cantidades de amilopectina (73 %, 78% y 99 %

respectivamente).

13.Evaluar la glucosa en sangre y el glucdgeno en higado de juveniles silvestres de E. morio
alimentados con alimentos que contienen almidones nativos y gelatinizados de maiz, papa y

maiz waxy rico en amilopectina (99%).

14.Evaluar si existe actividad de la glucocinasa en juveniles silvestres de E. morio

alimentados con alimentos que contienen almidones nativos y gelatinizados de maiz nativo,

I4

papa y maiz waxy rico en amilopectina (99%)

15.Evaluar la actividad de las enzimas del metabolismo intermediario (PK, G6P-DH, 6PG-
DH, FBPasa, GK y la ASAT) en el higado de juveniles alimentados con alimentos que

contienen almidon de maiz y papa (nativo y gelatinizado), y almidén de maiz waxy.

Capitulo V

Efecto del ayuno y realimentacion en la actividad de las enzimas reguladoras del
metabolismo intermediario en juveniles silvestres alimentados con un alimento que
contiene almidon de maiz nativo.

16.Evaluar los cambios en la actividad de las enzimas (GK, PK, FBPasa, G6P-DH, 6PG-DH,
ASAT y ALAT) del metabolismo intermediario en juveniles de E. morio alimentados con un
alimento que presente la mayor actividad enzimatica en periodo de ayuno y a diferentes dias

de realimentacion.
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Capitulo | Juveniles silvestres del mero rojo Epinephelus morio

I.1.Introduccion
L.1.1.Descripcion de la especie

Epinephelus morio pertenece a la familia de los serranidos, que son un grupo de peces cuya
definicion ha sido controversial, por no presentar un rasgo distintivo. Thomson et al. (1978)
coinciden en que los serranidos son peces generalizados con aletas espinosas y con pocas
caracteristicas diagndsticas que les permitan diferenciarse de otros peces Perciformes. Sin
embargo, los estudios filogenéticos (Johnson, 1975; Baldwin y Johnson, 1993) han permitido
establecer que la Familia Serranidae es un grupo monofilético (Hennig, 1996) debido a cuatro
especializaciones: una innovadora (tres espinas sobre el opérculo), y las demés reductivas
(ausencia del uroneural posterior, espina procurrente y tercer cartilago radial pleural) (Gosline,

1966; Johnson, 1975; Kendall 1984), (Figura 1).

2nd dorsal-fin spine longest dorsal-fin membrane not
£, notched between the spines

black dots on
snout and cheek

Figura 1. Ilustracion de Epinephelus morio.
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[.1.2.Distribucion de E. morio en México y el mundo

Los serranidos como E. morio, presentan una distribucion batimétrica que esta en funcion de
los cambios ontogénicos de la especie. Los huevos pelagicos eclosionan como larvas,
formando parte del zooplancton, después como juveniles buscan sitios de refugio y se reclutan
en zonas litorales someras, generalmente en presencia de pastos marinos donde se alimentan
y crecen (Sadovy y Eklund, 1999). Cuando alcanzan una talla de adulto, migran hacia aguas
mas profundas con sustratos coralinos-rocosos (Heemstra y Randall, 1993). E. morio es una
especie hermafrodita protoginica secuencial, madura primero como hembra al menos una vez,
y después como macho el resto de las veces (Brulé et al., 1999). Los individuos més pequenios
que habitan las zonas costeras son sexualmente inmaduros. La mayoria madura como hembra
y alcanzan una talla de maduracion (54.5 cm, LF) después, migran hacia aguas mas profundas
(25 a 90 m), alejadas de la costa. Los machos maduros son mas grandes y s6lo es posible

encontrarlos a mayores profundidades (Renan ef al., 2003).

E. morio presenta movimientos estacionales que se encuentra relacionados con la preparacion
para su etapa reproductiva. Los juveniles presentan un desplazamiento Oeste-Este,
sincronizado con la agregacion reproductiva de los adultos, pero manteniéndose siempre cerca
de la costa (Arreguin-Sanchez ef al. 1997). Los movimientos en verano estan relacionados
con la entrada de la masa de agua fria proveniente de la surgencia de Cabo Catoche, es
entonces en verano y otofio que el mero se distribuye a lo largo de la plataforma continental

con un desplazamiento al Oeste, alejandose de las aguas frias (Lopez y Arreguin, 2007).

1.1.3.Habitos alimenticios de E. morio

El fitoplancton y zooplancton constituyen un alimento potencial para las etapas tempranas de
los serranidos, como lo indican Farfan et al. (2007) en su trabajo realizado con lutjanidos y
serranidos de la Plataforma continental de Yucatdn. Al examinar contenidos estomacales de
las larvas es posible encontrar restos de huevo y nauplios de copépodos, larvas de moluscos,
poliquetos, dinoflagelados y restos de fitoplancton compuesto por numerosas algas que
contienen gran cantidad de proteina (Escribano, 2002). Esta gran diversidad de presas refleja
la gran flexibilidad y oportunismo en el comportamiento tréfico que las larvas de peces de los

serranidos tienen en el medio para mantener una nutricion adecuada. (Hunter, 1981; Schmitt,
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1986). Se han realizado diversos trabajos sobre los habitos alimenticios en juveniles y adultos
de serranidos, a través del estudio del contenido estomacal. Los cangrejos son las presas mas
abundantes en los contenidos estomacales de E. morio. En el Banco de Campeche, la especie
Stenorynchus seticornis es la presa predominante, asi como algunos peneidos como el
camaron Penaeus duorarum, otros decapodos como Palunirus argus, Scyllarus sp., algunos
braquiuros como ma4jidos, portinidos, xantidos y calépidos, asi como restos de anomuros,
estomatdpodos, cefalopodos y octopodos. Los peces reportados como presas fueron, Balistes
sp., Apogo sp., Diplectrum formosum, Haemulun sp., algunos tetradontidos, serranidos,
haemulidos, morénidos y engraulidos (Giménez, E., et al. 2001). Brulé y Déniel (1996)
reportan restos de algas, equinodermos, conchas de moluscos y en ocasiones, corales en
estomagos de peces juveniles y adultos. Estos autores también reportan a los crustaceos como
principal componente en las dieta. Brulé (1996) encontr6é una relacion entre la talla y las
presas; individuos menores a 55 cm de longitud furcal (LF) presentan mayor frecuencia de
ocurrencia de crustdceos y cangrejos, mientras que a partir de esa talla las presas preferentes
son peces. Varios autores (Longhurst, 1960; Randall y Brock, 1960; Randall, 1965 y 1967)

sostienen la hipotesis de que los serranidos de tallas adultas, en general, son piscivoros.

1.1.4.Habitat y nicho ecologico de E. morio.

E. morio, como otros serranidos bentonicos, se encuentra adaptado al lecho marino; su
distribucion esta restringida a los margenes continentales, a profundidades hasta de 300 m
(Smith, 1961; Moe, 1969). La forma y color de su cuerpo se encuentran muy relacionados
con el lecho marino y su papel como depredador. E. morio es un depredador que persigue a
sus presas a distancias cortas, posee un cuerpo robusto, por lo que se esconde en cuevas para
esperar a sus presas y con su gran boca engulle. Ademads, presenta patrones de coloracion
asociados con el fondo marino, como camuflaje y utiliza su aleta dorsal como defensa ante
los depredadores, usdndola como ancla (Helfman, 2009). Se ha reportado incluso que algunas
especies como E. morio pueden modificar el lecho marino haciendo huecos donde pueden
generar habitats para otras especies bentonicas (Coleman y Williams, 2002; Coleman ef al.,

2010).
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I.2.Hipotesis

E. morio es un serranido que en el medio natural se alimenta principalmente de crustdceos,
moluscos y peces (Brulé y Déniel, 1996; Giménez et al., 2001). Se espera encontrar mayor
actividad de las enzimas amilasa y glucosidasa en juveniles silvestres en la época del ario en
que exista mayor disponibilidad de alimento, asi como mayor actividad de enzimas
reguladoras de metabolismo intermediario, al obtener glucosa 6-fosfato cuando hay

suficiente alimento para almacenarlo en forma de glucogeno.

[.3.0Objetivos especificos Capitulo I

a) Evaluar la glucosa en sangre y el glucégeno en higado de juveniles silvestres de E. morio

en diferentes épocas del afo: lluvias, nortes y secas.

b) Evaluar la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa de juveniles silvestres de E. morio

en diferentes épocas del afo: lluvias, nortes y secas.

c¢) Evaluar la actividad de las enzimas clave del metabolismo intermediario (PK, G6P-DH,
6PG-DH, FBPasa) del higado de juveniles silvestres de E. morio en diferentes épocas del afio:

lluvias, nortes y secas.
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I.4.Metodologia

Para determinar las condiciones fisioldgicas en las que se encuentra la especie E. morio en el
medio natural, fueron capturados de 20 juveniles por cada época del afio en costas adyacentes
a Sisal con pesos de 80 a 260 g . Se consideraron 3 épocas del afio (nortes y lluvias en 2012
y secas en 2013). Para ello, se evaluaron las enzimas digestivas (amilasa y glucosidasa), las
enzimas del metabolismo intermediario (GK, PK, G6P-DH, 6PG-DH, FBPasa), y ademas se

determinaron la glucosa en plasma y el glucogeno en higado.
I.4.1.Area de Estudio

El puerto se Sisal se localiza a 53 km al Noreste de la ciudad de Mérida, en el Estado de
Yucatan. Esta limitado geograficamente al Este con el Puerto de Chuburna, al Oeste con la
reserva de Celesttn, y al Sur con el municipio de Hunucma. En esta region la pesca del mero
rojo representa la actividad pesquera mas importante, después de la pesca del pulpo (Figura

2).

La costa de Sisal es una isla de barrera segiin su descripcion geomorfoldgica (Carranza et al.,
1975), compuesta de una playa de barrera en la parte océanica, en la que se dan procesos de
transporte de material sedimentario, que junto con los procesos fisicos como el oleaje,
corrientes, mareas y viento, la convierten en una zona muy dindmica. Esta playa se encuentra
rodeada por humedales y manglares, y los fondos marinos estan caracterizados por la

presencia de pastos marinos.

El clima es arido, con temperaturas promedio entre los 25 y 30 °C durante todo el afio,
mientras que la precipitacion anual no rebasa los 500 mm (Briton y Morton, 1989). Las
estaciones del afo estan definidas por: época de nortes (octubre-marzo), €poca de secas (abril-

junio) y época de lluvias (julio-septiembre).(Leipper 1954; Merino, 1992).
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Figura 2. Mapa Satelital mostrando la ubicacion de las costas de Sisal, sitio de captura de los
juveniles silvestres de E. morio.

1.4.2.0btencion de los organismos

Para obtener los juveniles silvestres en las tres épocas del afio, se realizaron muestreos
estacionales: época de lluvias (julio 2012), época de nortes (noviembre 2012) y época de secas

(mayo 2013).

Los juveniles fueron capturados en las costas adyacentes a Sisal, utilizando una lancha con
motor fuera de borda (70 HP) y con anzuelo. Los peces fueron transportados en un tanque
Rotoplas de 500 L con aireacion provista por una bomba , hacia la Unidad Académica Yucatdn

(UAY) de la Universidad nacional Auténoma de México.

En dichas instalaciones, los juveniles permanecieron 24 horas en reposo, previo a la toma de
muestras, en un tanque de 200 L con aireacion y en oscuridad, para minimizar el estrés. No
se realizd ningiin manejo de profilaxis a los juveniles para no generar estrés. En estas 24

horas se mantuvieron aclimatados para la toma de muestras (Figura 3).
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Figura 3. Dispositivo para realizar la profilaxis después de la captura, de los juveniles silvestres
de E. morio.

1.4.3.Datos meristicos

Ante de iniciar la biometria de los peces, estos fueron anestesiados con aceite de clavo por 5
minutos (2.5 ml/10 L), dentro de un contenedor. Se registr6 el tiempo de exposicion al
anestésico. Una vez anestesiados, los peces fueron medidos considerando la Longitud total
(LT), Longitud furcal (LF), altura considerando la mitad de la aleta dorsal y la base del

abdomen y el peso (g) de cada individuo.

Determinacion de glucosa y hematocrito

Después de registrar los datos meristicos, los peces fueron colocados en posicion horizontal y
recta. La cola se sostuvo por la base y se realizé a puncidn, a un centimetro posterior al término
de la aleta anal.

Para realizar esta puncion, se utilizaron jeringas de 3 ml enjuagadas con heparina (Heparina

marca Inhepar 5000U/ml) . Se obtuvieron 500ul de sangre por pez.
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Para determinar el hematocrito, se tomaron 3 muestras por pez, con tubo capilar heparinizado.
Posteriormente, los tubos fueron sellados y centrifugados en una centrifuga ( [EC CENTRA
MP4R, International Equipement Company).por una hora a una velocidad de 2290 rpm a °14
C por 60 minutos.

El hematocrito se calcul6 de acuerdo a la formula: volumen de células rojas x 100 /volumen

total de sangre (Daisley, 1973).

Para la cuantificacion de la glucosa, la sangre heparinizada fue centrifugada a 13,200 rpm por
5 minutos a 4°C. Después se colectd el plasma en tubos Eppendorf. Se tomaron 20 pl de
plasma y fueron diluidos en 40ul de solucidn isotonica para peces (515 mOsm) (Maitland,
1990). . La cuantificacion de la glucosa se realizé con un kit comercial, Bayer-Sera-Pak Plus

B01 4509-01, y utilizando una curva patron.

1.4.4.Diseccion de los organismos.

La diseccion de los individuos se realizoé con un corte, introduciendo una tijera fina por la
cloaca, y avanzando hacia el centro de los opérculos. Se realiz6é un segundo corte, desde el
costado izquierdo del pez hasta el extremo superior del opérculo, y un tercer corte, paralelo al
opérculo que une a los dos anteriores permitiendo la separacion la zona de tejido muscular,
cortando previamente las costillas. En ese momento los 6rganos quedaron descubiertos. El
estomago, higado e intestinos fueron extraidos y pesados. Posteriormente fueron congelados
en nitrégeno liquido, y luego almacenados a -40°C en un ultracongelador (TOY-REY, Adrian

Michigan U.S.A.) hasta la realizacion del analisis bioquimico.

Glucogeno
Para la medicion del glucdgeno se utilizé una porcion de aproximadamente 20 mg de tejido
del higado, la cual fue pesada en una balanza analitica (Modelo Explorer OHAUS. U.S.A.) .

El tejido fue colocado en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, que contenia 200ul de acido
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tricloroacético TCA al 5%, y se homogeniz6 durante un minuto en un homogenizador
(Eberbach homogenizador rotativo, moelo E2355). Se centrifugé a 7,000 rpm en una
centrifuga Eppendorf (Modelo 5415C U.S.A.), durante 6 minutos. Se tomaron 100 pl del
sobrenadante y y se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5 ml con 500 pl de etanol al 95%. Se
homogenizd con ayuda de una micropipeta. Después se incubd en una estufa a 37 °C por 3
horas. A continuacion se centrifugd a 13, 000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se elimind
y se escurrieron los tubos en forma invertida sobre un papel absorbente. Como resultado, se
obtuvo un boton blanco de material sedimentado en la parte inferior de la pared del tubo
Eppendorf “paquete sedimentado”. A continuaciéon se agregdé 20 pl de agua destilada
hirviendo a este botébn que contenia el glucégeno con el fin de romper enlaces a alta
temperatura. Finalmente se agregaron 200 ul de fenol al 5% a cada muestra. Para preparar el
blanco, se utilizaron 20 pl de agua destilada hirviendo+200ul de fenol al 5%+1ml de 4cido
sulfurico cincentrado. La solucion estandar se prepard con 10ul del estandar de glucosa (1
mg/ml) +200 pl de fenol al 5%+1 ml de acido sulfurico.

Para realizar la lectura en el lector de microplacas (Bio-Rad Benchmark Plus Microplate
Spectrophotomete , Waukegan, IL.) se agregd 1 ml de acido sulfirico a las muestras. Después
se agitod en Vortex y se dispensaron 200 pl por pozo de la microplaca. Este mismo proceso se
realizo para el blanco y el estdndar, y se realiz6 por triplicado.

La lectura de la absorbancia se hizo a 490 nm con un lector de microplacas.

El célculo de la concentracion de glucogeno se realizé de la siguiente manera:

Calculo:

Glucogeno (mg/g) = ((PM — PBCO) / (PStd.)) * (1) * (0.1 / PeT) * (0.9))* F

Donde:

PM=Promedio de absorbancia de la muestra

PBCO=Promedio de absorbancia del Blanco

PStd=Promedio de absorbancia del éstandar

Estandar de glucosa (Kit comercial Bayer) 100 mg/dl= 1mg/ml

Volumen del extracto = 100 uL= 0.1 ml

Peso del tejido (g) = Pet

Factor de conversion de glucosa a valores de glucogeno = 0.9

Factor de Dilucion= FD (se aplica solo en caso de que se haya hecho una disolucion)
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Preparacion de los reactivos:
Se prepard acido tricloroacético al 5%, fenol al 5% y alcohol etilico absoluto anhidro al 95%

(etanol).

1.4.5.Método actividad enzimdtica de a-amilasa

La técnica empleada para medir la actividad de esta enzima fue la de Somogy-Nelson
(Fernandez, 2002). La actividad enzimatica fue evaluada en ciegos piloricos e intestino, y se
identific6 usando como sustrato almidon al 2% en el tampon citrato-fosfato 100 mmol 1-1,
NaCl 50 mmol I-1, pH7.5 con una incubacion de 30 minutos a 25 °C para medir los azlcares
reductores a 600nm. La actividad especifica fue expresada en U/mg de proteina soluble.

La medicién de la proteina soluble fue realizda con la técnica Bradford (1976), que consistio
en colocar 10 pl de muestra diluida a 1:10 de homogeneizado enzimatico en una micro placa

con 200 pl de Bradford con 5 min de incubacion a temperatura ambiente, y leyendo a 595 nm.

1.4.6. Método actividad enzimatica de a-glucosidasa

La actividad de a-glucosidasa en ciegos piloricos e intestinos fue cuantificada utilizando 920
ul de buffer sodio - fosfato (pH 7.6), 60 pl de extracto enzimatico diluido 1:10 y 20 ul de
paranitrofenol glucopiranoside (PNPG). El ensayo fue incubado por 60 minutos a 37°C. La
reaccion se pard con carbonato de sodio 1M, y 40 finalmente se ley6 la absorbancia en el
lector de miroplacas a 415 nm (Clark et al., 1984). La actividad de la a-glucosidasa, fue
expresada en mU/mg de proteina (Papoutsoglou y Lyndond, 2005).

Para realizar los calculos de la actividad especifica se utilizaron las siguientes ecuaciones:
Ecuacién 1. Calculo de la actividad en unidades por ml.

Unidad /ml = D abs x volumen final reaccion (ml) / CEM x tiempo (min) x volumen
extracto (ml)

Ecuacién 2. Calculo de la actividad en unidades por mg de proteina soluble en el

extracto.

Unidades /mg proteina soluble = (Unidades / ml) / mg soluble / ml
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Donde:
La D abs es el incremento de absorbancia a una determinada longitud de onda por minuto;
volumen final reaccion: el volumen final de la reaccion; CEM: el coeficiente de extincion

molar del producto de la reaccion.

1.4.7. Determinacion de la actividad de enzimas del metabolismo intermediario
Extraccion de higado:

En la extraccion de los organos se utilizé una solucion salina previamente fria para lavar el
organo. Una vez disecado el o6rgano, fue lavado y secado con papel absorbente. Con
precaucion se retird todo el tejido accesorio y la grasa mesenterial. Inmediatamente después,
el higado fue prensado con pinzas planas, previamente enfriadas en nitrégeno liquido, y las
pinzas fueron introducidas directamente al nitrogeno con el tejido. El higado fue finamente
triturado en un mortero, previamente enfriado, y posteriormente se almacend a—80 °C en tubos
Falcon de 15 ml.

Pesaje del tejido:

Los tubos Falcon con el tejido fueron transportados en un contenedor portatil de nitrogeno
liquido para su pesaje. Con una espatula previamente enfriada en nitrégeno liquido fue tomado
el tejido (0.0500 g a 0.0600 g). El pesaje se realizé de tal forma que se evitd el contacto del
tejido con las paredes del tubo; el tejido siempre se mantuvo congelado. Una vez pesado el
tejido, el tubo fue colocado en hielo escarchado y ahi se agreg6 la solucién amortiguadora de
homogenizado, siempre en frio. Una vez que se fue colocado el tejido en la solucion

amortiguadora, el tejido se estabilizé a una temperatura no mayor de 4 °C.

Preparacion de la solucion amortiguadora del homogenizado:

La solucién amortiguadora se prepard en dos tiempos: uno previo a la homogenizacion, y otro
justo al momento de hacer los homogenizados.

1.- Se prepar6 una solucion 10X de solucion amortiguadora de la manera siguiente:

Para 200 ml de

Tris-HCI 500mM

EDTA 40 mM

NaF 500 mM
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2.- Dos soluciones stock:

A) Solucioén stock de DTT a 2M

B) Solucion stock de PMSF 200 mM

En el momento justo antes de homogenizar se prepard una solucién amortiguadora con una
concentracion 1X y se agreg6 la sacarosa en 1M.

Homogenizado

Se utiliz6 un pistilo de Ultra turrax del diametro del tubo de ensayo, donde fue colocado el
tejido. La velocidad a la que debe homogenizar es a 3.5 durante 10 segundos. Se tuvo cuidado
de no meter aire a la muestra, no hacer burbujeo. Una vez homogenizada la muestra fue
colocada en un tubo Eppendorf en hielo. Cada vez que se cambid de tratamiento, el pistilo fue
lavado con la solucién amortiguadora de homogenizacién con 3 ml, dos veces, y secado
perfectamente.

Obtencion del extracto puro:

Se centrifugo a 6,000 g durante 40 minutos a -4°C, y se recuperd el sobrenadante, procurando
obtener una muestra limpia y clara. Para las enzimas PK, FBPasa, G6P-DH y 6PG-DH se
utiliza el extracto concentrado, pero para la ASAT, se hace una dilucién a 1:10 (495 ul de
solucion amortiguadora y 5 ul de extracto puro).

Tiempo de incubacion:
Para determinar el tiempo de incubacion y la cantidad de sustrato donde se encuentra la mayor
actividad enzimatica se realizaron diferentes ensayos para poder realizar las evaluaciones de

la piruvato cinasa (PK), de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH), la 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PG-DH), la fructosa 1-6 bifosfatasa (FBPasa), la
glucocinasa (GK) y la alanino transferasa (ALAT).

Para determinar la actividad especifica de las enzimas metabolicas PK, la G6P-DH, la 6-PG-
DH, la FBPasa, la GK y la ASAT se utiliz6 la técnica descrita por Menton (2007), adaptada

a los métodos descritos anteriormente por Bonamusa et al. (1992).

50



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

Actividad de la PK:

Para medir la actividad de la Piruvato cinasa, se utiliz6 como sustrato ADP (20 ul) en una
solucion amortiguadora a pH 7.4 de Glicina —glicina mas KCl y MgCI2 como cofactores,
utilizando dos coenzimas como PEP; NADH y LDH. La incubacion se llevo a cabo durante 5
a 6 minutos con 7ul de sustrato, y la lectura se realizo a 340 nm. La actividad enzimatica fue

expresada como cantidad de NADP liberada por minuto.

Actividad de la G6P-DH:

Para determinar la actividad especifica de G6P-DH se utilizd como sustrato NADP y una
solucion amortiguadora de Imidazol — HCI pH 7.7 con MgCl2 como cofactor. La incubacion
se llevo a cabo durante 5 a 6 minutos con 7ul de sustrato, y la lectura se realiz6 a 340 nm. La

actividad enzimatica fue expresada como cantidad de NADP liberada por minuto.

Actividad de la 6PG-DH:

Para determinar la actividad especifica de la 6PG-DH, se utiliz6 NADP y una solucion
amortiguadora de Imidazol — HCl pH 7.7 con MgCI2 como cofactor. La incubacion se llevo
a cabo durante 5 a 6 minutos con 7ul de sustrato, y la lectura se realizé a 340 nm. La actividad

enzimatica fue expresada como cantidad de NADP liberada por minuto.

Actividad de la fructosa 1-6 bifosfatasa (FBPasa):

Para determinar la actividad especifica de la FBPasa, se usé una solucion amortiguadora de
imidazol-HCl, pH 7.7 y MgCl2. Como sustrato se us6 NADP y como cofactores B-
mercaptoetanol y F 1,6-P2, PG1 y G6P-DH. La incubacion se llevd a cabo durante 5 a 6
minutos con 7ul de sustrato, y la lectura se realiz6 a 340 nm. La actividad enzimatica fue

expresada como cantidad de NADP liberada por minuto.
Actividad de la glucocinasa (GK):

Para determinar la actividad especifica de la glucocinasa (GK) se utilizo Tri-HCL, pH 7.75,
MgCl12 y KCI, DTT, y glucosa 1M.
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La actividad de esta enzima se evalu6 a partir de la actividad de la Hexocinasal (HK-I), la
Hexocinasa 2 (HK-II) y la glucosa deshidrogenasa (GDH), el calculo se obtuvo con la
siguiente ecuacion:

GK= HK-I-HK-II- 1/3 GDH

Para determinar la actividad de las enzimas HK-I, HK-II y GDH, se utiliz6 una solucién
amortiguadora de Tris-HCI, pH 7.5, MgCl12, KCI, DTT. Para la HK-I se utiliz6é un sustrato de
glucosa con una concentracion 1M y para la HK-II una concentracion de glucosa 10mM. Se
utilizo NADP para las tres enzimas, y solo para la GDH fue necesario utilizar G6P-DH. La
incubacion y la cantidad de sustrato fueron determinadas a partir de ensayos de prueba. La
lectura se realizo a 340 nm. La actividad enzimatica fue expresada como cantidad de NADP
liberada por minuto.

La actividad de la enzima del metabolismo de aminodcidos alanino amino transferasa
(ALAT):

Para determinar la actividad de estas dos enzimas se utilizé un Kit comercial de Roche que
contiene dos reactivos para la ALAT con LAD y NAHD. Las muestras se incubaron durante
1 minuto a 30 °C, y la lectura se realiz6 a 340 nm. Los protocolos de las enzimas y sus autores

estan citados en la tabla 1.
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Tabla 1.Protocolos para determinar la actividad enzimatica especifica y autores.

ENZIMA AMORTIGUADOR pH ABS AUTOR
(nm)

a-Amilasa Tris 7.0 600 Roby y Whelan, (1968)
a-Glicosidasa Tris 7.6 420 Clack et al. (1984)
Glucocinasa Imidazole 7.75 340 Tranulis et al. (1996)
Piruvato Cinasa Glicina 7.5 340 Morales et al. (1990)
Fructosa 1,6- Imidazole 7.4 340 Morales et al. (1990)
bifosfatasa
Glucosa-6-fosfato Imidazole 7.7 340 Bautista (1988); Morales
deshidrogenasa et al. (1990)
6-Fosfoguconato Imidazole 7.7 340 Morales et al.(1990)
deshidrogenasa
ALAT (U/) Imidazole 7.4 340 Morales et al.(1990)
ASAT (U/D) Imidazole 7.4 340 Morales et al.(1990)
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1.4.8.Estadistica

Para analizar los valores en las tres estaciones del afo, se aplicaron las pruebas de
homocedasticidad de la variancia de Hartley, Cochran y Barlett. El peso y longitud,
presentaron normalidad y homogeneidad, por lo se aplico un ANDEVA prueba de Tukey de
una via con un valor de significancia de p<0.05. Glucosa y glucdgeno, enzimas digestivas y
del metabolismo intermediario, no presentaron homogeneidad de varianza de manera que se

aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con una valor de significancia de p <0.05

(Daniels, 2002).
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I.5.Resultados
L5.1. Variacion de las tallas y metabolitos en las diferentes épocas del afio

Los peces mas grandes se encontraron durante la época de Nortes (2013), estos juveniles
también presentaron los pesos mas grandes con respecto a las otras estaciones del afno. Sin
embargo, para la época de secas del afo siguiente (2014), los peces encontrados fueron los de
menor talla (Tabla 2). Estas diferencias fueron significativas (260 £9 y 88 + 10 g,

respectivamente; p<0.05).

Tabla 2. Peso (g) y longitud total (cm) de juveniles silvestres de E. morio, capturados en

tres épocas de afo (Lluvias, Nortes y Secas).

Peso (g) Longitud total (cm)

Julio 2013 147 £10° 22.5+4°
Lluvias
n=14
Noviembre 2013 260 + 9% 26 4%
Nortes
n=20
Mayo 2014 88 £ 10° 19 +4¢
Secas
n=13
Valores promedio + ES Prueba de Tukey ANDEVA de una via. Valores con superindice
distintos dentro de cada columna, indican diferencias significativas (p< 0.05).
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La glucosa en épocas de secas mostro el valor promedio significativamente mas alto (50.9 £
2.9 mg/dL). Durante la época de lluvias se obtuvo un valor promedio de 39.3 £ 2.8 (mg dI'!),

que fue significativamente mayor al obtenido en la época de nortes (23.28 + 4.7mg dI!),

(p<0.05) (Tabla 3).

Tabla 3 Glucosa en plasma (mg dI'!) y glucogeno en higado (mg g 'higado), en juveniles

silvestres de E. morio en época de nortes, secas y lluvias (p< 0.05, £ES).

Epoca Glucosa Glucogeno
(mg dI'h) (mg g 'higado)

Lluvias 39.3+2.8° 60 +7.8°
n=14 n=11

Nortes 25.6+2.3° 69.4 £6.7%
n=20 n=15

Secas 50.9 +2.9° 48 +£7.2°
n=13 n=13

Valores promedios + ES. Prueba de ANDEVA UNA VIA P<0.05

El glucdgeno en los juveniles silvestres no fue diferente entre las tres épocas del afio. En la
época de “nortes” se encontrd el mayor valor del glucoégeno (69 + 33.0, mg g 'higado),

mientras que en la época de lluvias se obtuvo el valor mas bajo (48 + 16, mg g 'higado).
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1.5.3. Enzimas digestivas de juveniles silvestres de E. morio del medio natural en en

diferentes épocas del aiio.

La actividad de la a-amilasa mostro los valores significativamente mas elevados en los ciegos
piloricos que en los intestinos durante las tres épocas del afio (p<0.05). La a-amilasa en ciegos
piloricos no tuvo diferencias entre las épocas del afio (p>0.05). Sin embargo, se encontr6 una
mayor actividad de la o-amilasa en los intestinos con respecto a los ciegos piléricos durante la

época de nortes siendo significativa (88.7+ 57 U mg ! proteina; p<0.05).

La glucosidasa present6 la mayor actividad en los ciegos piloricos y durante la época de nortes
(179.0; m U mg 'proteina) (p <0.05), la menor actividad de la a-glucosidasa se present6 en la
época de lluvias (112423.9° mU mg !proteina) (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad enzimdtica especifica (U mg'proteina) de o-amilasa y a-glucosidasa (mU

mg !proteina’ en los juveniles silvestres del medio natural de E. morio. Kruskal Wallis (p
<0.05; promedio + ES).

o-Amilasa a-Glucosidasa
(U mg 'proteina) (mU mg!proteina )
Ciegos Intestinos Ciegos Intestinos
pildricos pildricos

Nortes 519 +101° 88.7£ 57* 179 £24? 63 +30* n=7
n=14

Lluvias 484+ 101° 43 +24° 112423.9° 36 +12.97 n=7
n=20

Secas 488+ 101*% 44 + 31° 161423.9%  77+32.52 n=6
n=13

Valores promedio + ES, Pruba No Parametrica Kruskal Wallis (p <0.05).
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1.5.4.Enzimas del metabolismo intermediario de los juveniles silvestres de E. morio del

medio natural en nortes, lluvias y secas.

La PK no mostr6 diferencias significativas durante las tres épocas del afio (p>0.05). La
FBPasa presenté mayor actividad especifica en la época de lluvias (79.0 mU mg™! proteina '),
sin embargo, no se detectaron diferencias significativas entre las tres épocas del afo. La
actividad de la G6P-DH solo vari6 de 11.0 en lluvias a 9.5 en nortes, mU mg.proteina™,
respectivamente, (p>0.05). La 6PG-DH present6 la mayor actividad en nortes y la menor

actividad en secas (9.0 y 8.0 U mg™! proteina, respectivamente) (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad enzimatica especifica (U mg™! proteina) de FBPasa, G6P-DH y 6PG-DH,
en los juveniles silvestres del medio natural de E. morio. Kruskal Wallis (p <0.05; promedio

+ ES).

PK FBPasa G6P-DH 6PG-DH
Lluvias 6.0+05* 79.0x11°% 11.0 £ 2% 80+1°
Nortes 49+05* 650%+11° 9.5+2% 9.0+2%
Secas 20+£0.5*  63.0+11° 103+£2% 8.0x2°

Valor promedio = ES. n=6. Prueba No Parametrica Kruskal Wallis (p<0.05)
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1.6.Discusion
1.6.1. Peso y talla de juveniles silvestres de E. morio en tres épocas del aiio.

Los serranidos son estrategas K, tienen un crecimiento lento, madurez sexual tardia, y larga
vida. Los serranidos presentan una distribucion batimétrica que esta en funcion de los cambios
ontogénicos de la especie. Los huevos pelagicos eclosionan como larvas formando parte del
zooplancton. Después, como juveniles, buscan sitios de refugio y se reclutan en zonas litorales
someras, generalmente en presencia de pastos marinos donde se alimentan y crecen (Sadovy
y Eklund, 1999). Las poblaciones encontradas en las costas adyacentes a Sisal representan
organismos juveniles que han llegado a estos habitats para alimentarse y buscar refugio. Los
juveniles encontrados durante la época de lluvias del 2013 permanecieron en estas costas
alimentandose y creciendo, por lo que en el mes de nortes los peces encontrados fueron los de
mayor talla (Tabla 2). Para el siguiente afio, durante la época de secas en mayo, los peces
encontrados quizas fueron de una nueva poblacién que recientemente llegd a reclutarse en
estas costas, por lo que los juveniles presentaron tallas menores (Tabla 2). Se ha determinado
que el patron de distribucion de E. morio es batimétrico y se encuentra muy relacionado con
sus cambios ontogénicos. Estos peces permanecen en la zona costera como juveniles de 60 a
130 dias de edad, creciendo y alimentandose hasta alcanzar su madurez sexual (41.0 cm a 85.4
Lf) Randall 1993; Brulé et al., 1999; Renan et al., 2003;). De acuerdo a estos estudios, es
posible que los peces encontrados en nortes y lluvias del afio 2013, pertenecian a poblaciones
similares reclutadas en el mismo periodo, y que los peces encontrados en la época de secas

del 2014 fueron de otro periodo de reclutamiento.

Aunque las diferencias en los valores de glucogeno no fueron significativas durante las tres
épocas, es en nortes donde se encontr6d el mayor valor; quizés los juveniles de la época de
lluvia, estuvieron acumulando energia en forma de glucégeno (Tabla 3). Diversos trabajos
sobre hébitos alimenticios de E. morio reportan que durante la época de lluvias es posible
encontrar a las presas preferenciales de estos peces en mayor abundancia. Al respecto, Brulé
(1993), analiz¢6 las variaciones estacionales del contenido estomacal de los juveniles de E.
morio en Progreso, Yucatan encontrando que la frecuencia de presas fue mayor en el periodo
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calido y lluvioso (mayo a octubre). Asimismo, reportd que independientemente de la época

del afio, las presas mas frecuentes fueron los crustaceos.

Los peces de la época de nortes, con mayor contenido de glucéogeno, se encontraban
acumulando energia necesaria para entrar a su periodo reproductivo. Los individuos que viven
en ambientes con una marcada estacionalidad deben resolver varios problemas energéticos
para sobrevivir y prepararse para los estados reproductivos. Ademas de sobrevivir a las
fluctuaciones ambientales, los juveniles deben hacer frente a las variaciones en el alimento,
generando estrategias para adquirir y almacenar energia para su crecimiento, depredacion y

para los desplazamientos estacionales (Post, 2001).

No se detectaron diferencias significativas en los niveles de glucosa entre las poblaciones de
lluvias y nortes, sin embargo, en los juveniles de menor talla encontrados en época de secas,

los valores fueron significativamente mayores.

L.6.2. Actividad de a-amilasa y a-glucosidasa de juveniles silvestres de E. morio en tres

épocas del aiio.

Se observo mayor actividad de amilasa en los ciegos piléricos que en los intestinos, mientras
que no se detectaron diferencias significativas a nivel de ciegos piloricos entre las épocas del
afo, y en cambio, en los intestinos, se encontrd la mayor actividad en los nortes (88.7+ 57U
mg! proteina). Esta actividad podria estar relacionada con la mayor cantidad del glucdgeno
en las tres épocas (69.4 + 6.7 mg g 'higado). Un proceso similar ocurre en la actividad de la
glucosidasa, encontrando el valor mas alto durante la época de nortes, siendo esta diferencia
significativa; quizds esta actividad de la glucosidasa de como resultado una mayor
concentracion de glucdgeno en la época de nortes, apoyando la idea de que en este periodo
los juveniles se encontraban acumulando reservas energéticas para su periodo reproductivo y

para llevar a cabo sus movimientos estacionales.
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1.6.3.Actividad de las enzimas reguladoras del metabolismo intermediario en funcion a la
disponibilidad del alimento en el medio natural de juveniles silvestres de E. morio en tres

épocas del aiio.

Brulé (1991), determind la variacion temporal del régimen alimenticio en juveniles de E.
morio en las costas de Progreso, Yucatdn. Encontr6 que los equinodermos y los
estomatopodos fueron individuos que estuvieron presentes unicamente en la época de nortes.
El autor reporta los indices mas altos de frecuencia de ocurrencia de las presas preferenciales
(decapodos) en la época de lluvias y secas. E morio es un pez omnivoro, que presenta una
gran variedad de presas en su dieta, y quizas esta plasticidad le ha permitido, durante el periodo
de nortes, comer las presas mas abundantes (como equinodermos y estomatdpodos) que le han
permitido acumular glucogeno a partir de glucosa via glucolisis, disminuyendo la ruta
gluconeogénica. Sin embargo, a pesar de encontrar diferencias significativas en la
glucosidasa, encargada de romper los disacaridos a monosacéridos, en las enzimas del
metabolismo intermediario no se encontraron diferencias entre las tres épocas de afio. Las
poblaciones de E. morio que viven en ambientes con variaciones estacionales, deben resolver
varios problemas para sobrevivir a la primera reproduccion, para asegurar el éxito de
reproductivo. Ademas de enfrentar fluctuaciones en los alimentos, los juveniles deben destinar
energia para el crecimiento y acumular la mayor cantidad de ésta para periodos de escasez en
los recursos (Rogers y Smith 1993). Probablemente, los meros, al ser peces oportunistas y
tener esta amplia gama de presas, han podido resolver metabdlicamente las deficiencias
alimenticias generadas por las variaciones estacionales de sus presas preferenciales
(decapodos). Ademas, E. morio, al ser depredador tope poco especializado, y que en el medio
natural pueden comer una amplia gama de presas obteniendo la glucosa principalmente de via
gluconeogénica, a pesar de no encontrar sus presas preferidas, es capaz de mantener la glucosa
dietética para producir ATP, por via gluconeogénica, y por lo tanto, enzimas como la FBPasa
no tienen actividad significativamente diferente en las tres épocas del afio. Sin embargo, la

FBPasa presenta mayor actividad que enzimas como la PK, involucrada en le glucolisis.

La PK que es la enzima que interviene en la via de la glucdlisis, y no mostrd diferencias

significativas a lo largo del afio, al igual de las enzimas de la ruta de las pentosas fosfato la

G6P-DH y la 6PG-DH (Tabla 5), que no presentaron diferencias en las tres épocas del afio.
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Estas son evidencias que sugieren que el mero rojo en el medio natural tiene mas activa la ruta

gluconeogénica, por la cual obtiene energia de la glucosa que entra por estas vias metabdlicas

para producir ATP, y por tanto, las enzimas involucradas en la glucolisis como la PK, tienen

menor actividad (Tabla 5) ya que representan una via poco utilizada cuando los peces se

encuentran en el medio natural y disponen de una dieta rica en proteinas provenientes de sus

presas preferidas como decapodos, moluscos y otros peces.

I.7. Conclusiones

3.

Los juveniles de E. morio en la época de lluvias, fueron creciendo hasta la época de
nortes donde se encontraron las tallas mayores. Los peces de lluvias y nortes son
aparentemente del mismo reclutamiento en estas zonas costeras, mientras que en secas
los juveniles encontrados parecen pertenecer a un segundo reclutamiento.

Con base en los resultados obtenidos, es posible sugerir que los peces de lluvias y
nortes (los de mayor talla) se alimentaron en la zona acumulando glucégeno como
reserva, para después migrar a aguas mas profundas para reproducirse. Ademas, es
durante nortes que los juveniles acumularon reservas por la gran disponibilidad de
alimento proveniente de la época de lluvias, ya que es en nortes donde se encontrd la
mayor cantidad de glucogeno. Es durante la época de lluvias donde es posible
encontrar la mayor abundancia de presas preferenciales de E. morio, a pesar de no
presentar diferencias significativas en las enzimas digestivas, es en época de nortes
donde se encontr6 la mayor actividad de a-amilasa y a-glucosidasa, asociado a los
valores de glucdgeno mas altos.

No se detectaron variaciones en la actividad de las enzimas reguladoras del
metabolismo intermediario entre las tres épocas de afio. Sin embargo, es durante la
¢época de lluvias en donde se encuentran los valores mas altos de la FBPasa y la PK,
que pueden estar asociados a que es en lluvias donde existe mayor disponibilidad de

las presas de E. morio
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Capitulo Il
Ensayo preliminar para determinar el efecto de las fuentes de carbohidratos en
alimentos para juveniles de E. morio.

I1.1.Introduccion
I1.1.1.Estructura y composicion de los almidones.

El almidon es la molécula de reserva energética en las plantas superiores: La sintesis de esta
molécula sucede en los amiloplastos, dentro de los plastidios, a partir de la fijacion del didxido
de carbono y agua, hasta formar grandes cadenas que pueden llegar a tener hasta 2,000 ¢ 3,000
unidades de glucosa (Goémez, 2003). Este polisacarido estd formado por dos moléculas, la
amilosa y la amilopectina, que a nivel macroscopico estan organizadas en particulas discretas
formando granulos. Los granulos son insolubles en agua a temperatura ambiente y presentan
anillos concéntricos formados por regiones amorfas y regiones cristalinas (Badui-Dergal,
20006). El granulo presenta un punto llamado Ailum del cual se origino la polimerizacién de la
amilosa y la amilopectina; esta estructura puede estar en el centro o en la periferia del granulo.
La forma que presentan los granulos puede variar dependiendo de la planta que lo sintetizo;
pueden existir granulos redondos, irregulares, lenticulares, poliédricos, poligonales y

lenticulares (Jane, 1994).

La amilosa es una molécula formada por unidades de glucosa unidas por enlaces a-D-(1-4),
y cada seis unidades de glucosa, la molécula se curva formando una hélice. Esta molécula
presenta un grado de polimerizacion de 100 a 1,000 unidades de glucosa. La amilosa se
encuentra distribuida en la periferia del granulo, la amilosa puede presentar algunas

ramificaciones (Badui-Dergal, 2006) (Figura 4).

<CH:0H 5 CH:0H CH,OH H,0H
"— o = = 0 A— 0 0
H H’ H H/H H H/H \Il H/
3 ! S ! H.OH
HONPH H s 01“ H 0 H H 00—\ OH H
n
H OH H OH \ H nV H OH

a-{(1-4)

Figura. 4. Estructura quimica de la amilosa (Tester y Karkalas, 2002).
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La amilopectina es una molécula ramificada, ya que posee enlaces a-D-(1-4) y en cada
ramificacion enlaces a-D-(1-6), mismos que representan sélo el 5-6%. Cada rama forma la
parte lineal de esta molécula y tiene de 20 a 30 glucosas; cada 10 6 12 glucosas se forma una
nueva ramificacion. Debido a su estructura ramificada posee mayor exposicion de enlaces a-
D-(1-4) —glucosidicos, a diferencia de la amilosa que presenta una estructura helicoidal, y por
lo tanto, menor exposicion de estos enlaces; la amilopectina presenta un grado de
polimerizacién de 40,000 unidades de glucosa. Esta molécula se encuentra distribuida de
manera radial en el granulo, las ramificaciones externas llegan a la periferia del granulo donde
se mezclan con la amilosa, formando una red de menor grado de susceptibilidad a la hidrélisis
generando una menor digestibilidad (Kearsley, 1995). La forma y distribucion de la
amilopectina ha sido ampliamente estudiada ya que representa la mayor parte del granulo,
ademas, su estructura y complejidad le confiere al almidon caracteristicas especificas (Figura

5)

CHOH CHOH CH.0H

/il o - j4—0 - /L——- 0
|“‘/‘ “H H/H “H i[/ H S H
ur’:[\ o u/:[- {u \oH u/qo \r“ ,; | —0-(1-6)
H OH H on— " H UH l. H IC'H OH
{ u/n )q H/ 11

a-(1-4)

Figura 5. Estructura quimica de la amilopectina. (Tester y Karkalas, 2002).

La amilopectina presenta 3 polimorfismos de empaquetamiento: el A, en el que las dobles
hélices de la amilopectina estdn empaquetadas en forma monociclica y contienen de 4-8
moléculas de agua; estan presentes en la mayoria de los cereales y en algunos tubérculos como
yuca y camote. El polimorfismo B, presenta las dobles hélices empaquetadas en forma
hexagonal y tiene 36 moléculas de agua; se encuentra presente en el almidon de papa. El
polimorfismo C, presenta ambos polimorfismos, y se encuentra presente en el almidon de

leguminosas (Buleon et al., 1998; Imberty et al., 1991) (Figura 6).
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Figura 6.Empaquetamiento de las dobles hélices de la amilopectina, mostrando los 3

diferentes polimorfismos (Gallant et al., 1997).

El granulo de almidon presenta zonas amorfas y cristalinas alternadas. La region amorfa
presenta la mayor cantidad de enlaces a-D-(1-6) y esta formada por ramificaciones de la
amilopectina y por la amilosa. La zona cristalina estd conformada por las ramificaciones de la
amilopectina que forman dobles hélices, de manera que la amilosa permanece amorfa en el

granulo difundida entre la amilopectina (Jane, 2006) (Figura 7).

Extremo reductor

Region

L 1.000 - 100.000nm

cristalina

Region Regidn
cristalina  amorfa

Figura 7. Estructura del granulo de almidon (Tester y Debon 2000; Bernal y Martinez 2006)
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Tabla 6. Caracteristicas morfoldgicas de los granulos de almidon de maiz, trigo y papa.

(Bello — Pérez y Paredes-Lopez, 1999).

Almidén Gréanulo Superficie Tamafio  Distribucion  Gelatinizacion Amilosa:
(um) ) Amilopectina
Maiz Poliédrico y Rugosa 5-30 Unimodal 62-70 27:73
esférico
Trigo Lenticular - 2-38 Bimodal 53-65 24:76
Papa Esférico Lisa 5-100 Unimodal 58-63 22:78

Los granulos de almidon contienen otros componentes que se encuentran en menor cantidad,

entre ellos se encuentran las proteinas, lipidos y minerales (Figura 8).

Tabla 7. Composicion quimica de algunos granulos de almidén (Paredes et al., 1990; Tomas

y Atwell 1999)

Fuente Humedad Carbohidratos Proteinas Lipidos Cenizas

(o) (%) (%) (%) (“o)

Arroz 15 83.15 0.45 0.8 0.5
Maiz 13 85.92 0.35 0.6 0.1
Trigo 14 84.59 0.4 0.8 0.15
Sorgo 13 85.92 0.3 0.7 0.08
Papa 19 80.41 0.06 0.05 0.4
Tapioca 13 86.59 0.1 0.1 0.2
Amaranto 6 92.10 0.1 0.4 1.4
Platano 12.6 80.27 2.03 2.2 1.3
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Figura 8. Forma y tamafio (promedio y desviacion estandar) de granulo de almidén A)

almidon de maiz (12.7 um + 5.6), almidon de trigo (bimodal: largos > 10 pm y pequefios <
10 almidén pm) almidon de papa (15.2 um + 10.6), (Medina J. Zen que et al 2014), (Tao et
al, 2016).

I1.1.2.Utilizacion de almidones en los alimentos para peces.

Los almidones son utilizados en los alimentos balanceados para peces con el objetivo del
ahorro de proteina en el alimento, en especial en peces con gran importancia econdmica y que
consumen alta cantidad de proteina como los carnivoros S. aurata, D. labrax, D. dentex, O.
mykiss y S. salar (Aknes 1995; Lin et al., 1997; Ruohonen et al. 2003; Enes et al., 2006;
Kumar et al., 2008; Ferndndez, 2011). Sin embargo, el porcentaje de inclusion de los
carbohidratos ha sido pobremente estudiado en peces, ya que varia entre especies y entre
estados ontogénicos. Las primeras aportaciones a los estudios sobre el uso de carbohidratos
dietéticos establecieron un adecuado nivel que es necesario para reducir el catabolismo de las
proteinas y lipidos, para la produccién de energia (Wilson, 1994, Moon, 2000). Wilson (1994)
sefalo que la digestibilidad de los carbohidratos depende también de la complejidad de este
nutriente y de los habitos alimenticios de los peces. Por ejemplo. los peces omnivoros
muestran mejores indices de digestibilidad del almidon que peces carnivoros. Los
carbohidratos mas simples, como la dextrina maltosa o glucosa, son digeridos mas rapido que

los carbohidratos de mayor peso molecular. El almidon de maiz y trigo han sido ampliamente
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utilizados en la formulacidon de alimentos para peces como S. aurata, D. labrax, O. mykiss y
S. salar (Aknes 1995; Lin et al., 1997; Ruohonen et al. 2003; Enes et al., 2006; Kumar et al.,
2008; Fernandez, 2011).

Diversos trabajos han determinado que los peces de agua dulce y tropicales presentan una
mejor eficiencia para digerir los carbohidratos, a diferencia de los peces marinos o de agua
templada (Shimeno et al., 1977; Hofer y Sturmbauer, 1985). Esta diferencia puede estar
relacionada con la cantidad relativa de amilasa presente en el sistema digestivo de varias
especies. Por ejemplo, en especies herbivoras la digestion de carbohidratos es mucho mas alta
ya que presentan mayor actividad de enzimas como la amilasa. Chiou and Ogino (1975)
reportaron valores de digestibilidad en carpa, de 85% para el almidon cocinado de papa y de
55% para el almidoén crudo de papa. La digestibilidad del almidon cocinado disminuy6
conforme se incrementod el nivel de inclusion del mismo en alimentos para bagre. El bagre
(Wilson y Poe, 1985) y la tilapia del Nilo (Popma, 1982) mostraron digerir més del 70% de la
energia del almidon de maiz crudo. Cruz (1975) mostrd que el almidon cocinado era 12.1%
mas digestible que el almidén crudo cuando ambos eran ofrecidos en un 30% de inclusion en
alimentos para el bagre. Shimeno ef al., (1977) encontraron que la actividad de la amilasa en
el sistema digestivo de la carpa era 80 veces mas alta que en la especie Seriola quinqueradiata.
Hofer and Sturmbauer (1985) reportaron que la actividad de la amilasa en el tracto digestivo

de la carpa era de 10 a 30 veces mayor que en la trucha.

I1.1.3.Mecanismo de accion de las carbohidrasas

Las carbohidrasas en peces presentan mayor actividad en la region del duodeno, en los ciegos
piléricos y en el pancreas (Hidalgo y Alliot, 2003). Las carbohidrasas pueden dividirse
funcionalmente en polisacaridasas y glucosidasas. Las polisacaridasas hidrolizan los enlaces
glucosidicos de los carbohidratos de cadena larga como el almidon y el glucogeno. La mas
comun es la a-amilasa (EC. 3.2.2.3), que hidroliza todos los enlaces al-4 glucosidicos de la
parte lineal de la molécula del almidon, produciendo disacaridos como la maltosa. En cambio,
un tipo de a-glucosidasa actia sobre la amilopectina rompiendo los enlaces a 1-6 glucosidicos
de las porciones ramificadas, liberando asi disacaridos. Finalmente la a 1-4 glucosidasa (EC

3.2.1.4), rompera estos disacaridos para producir glucosa lista para ser integrada al
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metabolismo de los carbohidratos (Lehninger, 1995) (Figura 9). Las carbohidrasas presentan
su mayor actividad en valores de pH que van de 7 a 9. En el pancreas se ha encontrado la
mayor actividad de estas enzimas digestivas.

En el presente trabajo se determinaro la actividad de estas dos enzimas: la a-amilasa y la o 1-

4 glucosidasa.

GLUCOSA
ALMIDON MALTOSA

Do OLLCOSA

|
H OH

MALTOSA Glucose

a -amilasa a -glucosidasa

Figura 9. Mecanismo de accion de la a-amilasa y la a-glucosidasa.

Entre los trabajos realizados en enzimas digestivas, destaca el de Moyano (2002). El
caracterizo la actividad de la a-amilasa en 5 especies de esparidos del mediterraneo. El autor
encontrd la mayor actividad especifica en la especie considerada herbivora (40.9 x 10° U mg-
1 de proteina) y la menor actividad en las especies carnivoras P. pagrus y D. annularis (9.5 x
10’y 6.2 x 10%). En particular, en E. morio, Castillo (2011) encontrd en ciegos piloricos la
mayor actividad especifica de la o-amilasa en lluvias, nortes y secas (2.75, 1.79 y 0.87 x 103
U mg-1 de proteina, respectivamente). Estos resultados demostraron la presencia de la
actividad de la a-amilasa en E. morio. De acuerdo a la clasificacion de Moyano, E. morio se
podria clasificar como un pez carnivoro, en vista de su baja actividad de a-amilasa, comparado

con otros peces herbivoros. (Fernandez y Moyano, 2002).

Kumar (2008) menciona que las variaciones en la actividad de las enzimas como la a-amilasa
y a-glucosidasa, la glucosa en plasma y las enzimas del metabolismo intermediario pueden
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ser un potencial indicador en la seleccion apropiada de la fuente de carbohidratos y tipos de
almidones para la formulacion de alimentos para la nutricion de los organismos, por lo que en
el presente capitulo se determind la actividad de estas enzimas digestivas con diferentes
fuentes de almidones, asi como indicadores metabolicos, como la glucosa y el glucogeno, para

determinar la utilizacion digestiva de estos carbohidratos dietéticos en E. morio.

I1.2.Hipdtesis

E. morio en el medio natural presenta actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa en
intestino y ciegos piloricos (Castillo 2011). Estas enzimas digestivas actuan sobre los enlaces
a-D-(1-4)-glucosidicos. Dependiendo de la forma, tamarnio de grdnulo y proporcion de
amilosa:amilopectina en los granulos de almidon se espera un incremento en la actividad de
estas enzimas y una mejor asimilacion del almidon destinado para crecimiento y
almacenamiento en peces alimentados con almidones que tengan mayor disponibilidad de

enlaces a-D-(1-4)-glucosidicos.

I1.3.0bjetivos especificos.

4. Evaluar la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa en ciegos pildricos e intestino de
juveniles silvestres de E. morio alimentados con almidones crudos de maiz y trigo, de

diferentes tamafios de granulo de almidon (maiz 5 a 25 um, trigo 2-38 pum).

5. Evaluar la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa con almidones de maiz y trigo, en
su forma cruda y tratados por el proceso de gelatinizacion, en ciegos piloricos e intestino de

los juveniles silvestres de E. morio.

6. Evaluar la glucosa en sangre y el glucogeno en higado de juveniles silvestres de E. morio

alimentados con los almidones crudos y gelatinizados de maiz y trigo.

7. Evaluar la actividad de las enzimas reguladoras del metabolismo intermediario en

organismos alimentados con alimentos que contienen o no almidon.
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I1.4.Metodologia
11.4.1.0btencion de los organismos.

Se capturaron 200 juveniles silvestres de E. morio en las costas adyacentes a Sisal, a bordo de

una lancha de motor fuera de borda de 40 Hp, utilizando como arte de pesca cordel y anzuelos.

Los juveniles fueron transportados en un Rotoplas de 1,000 L a la Unidad Académica Yucatan

(UAY), y tuvieron aireacion constante durante el viaje.

Al llegar a la UAY, fueron colocados en tanques circulares de 1,000 L para su de su
aclimatacion y disminuir el estrés de la captura. Se les proporciond un alimento de

mantenimiento (Tabla 11) y permanecieron en estos tanques durante 15 dias.
11.4.2. Estanques y sistema de circulacion

A los 15 dias de ser capturados, los peces fueron trasportados al sistema experimental. Los
peces fueron seleccionados segin un rango de peso 100g- 300g. El sistema experimental
consistio en 15 tanques circulares de 500 L con un circuito cerrado de circulacion de agua.
Este sistema experimental esta adaptado al sistema Noruego de recirculacion, donde la calidad
de agua es uniforme y existe la posibilidad de manipular la velocidad del agua de manera
independiente del caudal. Los sistemas de aireacion y recirculacion fueron constantes con un
Blower de 2HP. La recirculacion de agua en los tanques se mantuvo en 30 veces/dia, por

medio de una bomba hidraulica marca Vertex de 115 V con potencia de 1.5 HP (Figura 10).
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Figura 10. Sistema experimental de recirculacion utilizado en los bioensayos nutricionales.

Dispositivo experimental del sistema de circulacion.
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11.4.2. Alimento de mantenimiento.

Tabla 8. Cantidades y composicion en ingredientes establecidos para el alimento de
mantenimiento de los juveniles E. morio, utilizado durante su el periodo de aclimatacion. La
formulacion del alimento (Silva, 2010).

DIETA DE MANTENIMIENTO
INSUMO PORCENTAIJE DE INCLUSION (%)
CPSP! 3.6
Concentrado proteico de soya® 7.2
Carboximetil celulosa’ 0.7
Pasta de soya* 5.7
Gluten de trigo’ 7.2
Almidon de trigo® 6.5
Harina de pescado’ 31.5
Vitamina y minerales® 1.4
Calamar® 36.2
Total 100

Anadlisis Proximal
(g/100 g de materia seca, valores tedricos)

Proteina 56.4
Lipidos 4.2
Fibra 10

!Concentrado proteico soluble de pescado (CPSP Sopropeche, Boulogne s/mer, Francia); PROFINE
2Concentrado proteico de soya (VIMIFOS, México); *Carboximetilcelulosa (DROSADA S.A. de C.V., México);
“Pasta de Soya (AGYDSA Jalisco ), Gluten de trigo (Gluten y almidones comerciales S.A de C.V, México);
8Almidon de Trigo (Gluten y almidones comerciales S.A de C.V, México ), "Harina de Pescado (Proteinas Marina
y Agropecuarias S.A. de C.V. Guadalagara, Jalisco ), ¥Vitaminas y Minerales ROVIMIX STAY C-35 (Importado
por ROCHE VITAMINAS Guadalajara, Jalisco) Composicion: vit A: 1.200.00 IU: vit B1: 4,800 mg: vit. B12:
4,800 mg: vit B6: 4,800 mg: vit D3: 200,00IU: vit, K3: 2,400 mg: acido folico 1,200 mg; biotin: 48 mg;
pantotenato de calcio: 12,000 mg: cloruro de colina 108 g; niacina 24, 000 mg; selenio: 100 mg; yodo:10mg:
cobalto: 10 mg:cobre: 3,000 mg: hierro 50,000 mg; magnesio: 20,000 mg; zinc: 30, 000 mg; vehiculo 1,00g;
antoxidantes: 25 g. ; °Calamar Fresco (Sisal Yucatan).
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11.4.3.-Alimentos experimentales.

Para elaborar el alimento experimental se utilizaron las mejores fuentes de proteina,
seleccionadas previamente en experimentos de digestibilidad aparente in vivo y de
digestibilidad in vitro para la especie E. morio (Silva et al., 2010). Este alimento contenia 45%
de proteina, 6% de lipidos y 15% de carbohidratos. Estos tltimos, provenientes de diferentes
fuentes de almidones: almidén de maiz crudo (AMC), almidén de maiz gelatinizado (AMG),
almidon de trigo crudo (ATC), almidén de trigo gelatinizado (ATG). El alimento control o
de referencia (REF) contenia talco como ingrediente de relleno, sustituyendo el porcentaje del

almidon a probar (Tabla 9).

En esta dieta fue utilizada la canola tratada con fitasa para romper factores antinutricionales
de este alimento. Para tratar la harina de canola con fitasa se dej6 incubando la harina durante
3 hrs con movimiento continuo en una proporcion de 1:20 (harina:agua), con una cantidad de
enzima fitasa de 1.6 U/g (Ronozyme P5000 CT). Después de esta incubacion la harina se dejo
secar a 60 °C por 12 horas (Nwanna et al., 2007 citado por Gamboa 2011).

Para gelatinizar los almidones se hidrato e almidon en una porporcion de 1:4 (agua :almidén),
y se coloco en el horno de microondas para cocinar por 10 minutos, hasta observar el cambio

de opaco a transparente durante a gelatinizacion de los almidones.

Elaboracion de los alimentos.

Todos los ingredientes fueron tamizados a 500 p.Los macronutrientes (harinas, aceite) fueron
pesados en una balanza (5 k L- EQ Series TOR REY NL:), los micronutrientes (vitaminas,
aminoacidos) pesados en una balanza granataria OAHUS Explorer, cada alimento por

separados.

Dentro de una mezcladora para 5 k (L-EQ Serua TOR REY) Se mezclaron los
macroingredientes colocando en el orden siguiente: Harina de pescado, CPSP, Pasta de Soya,
almidon crudo (segun el tratamiento maiz o trigo), los almidones gelatinizados se mezclaron

al final. La carboximetilcelulosa fue mezclada con agua caliente e incorporada al final de la
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mezcla. Los micronutrientes fueron mezclados en una mezcladora Kitchen aid ultra power
para 2 k. Al final los mircronutrientes mezclados fueron incorporados a la mezcladora de los
macronutrientes. Se agrego del 15% al 20% agua. La mezcla se extruyd posteriormente a
través de un molino de carne (Division maquinaria S.A. de C.V. TOR REY, NL. Los pellets

fueron almacenados en un refrigerador a -20 °C.

Se aliment¢ a los juveniles de E. morio dos veces al dia (9:00 y 16:00 h), proporcionando una
cantidad equivalente al 3% del promedio de la biomasa por tanque (10 individuos). Se
utilizaron 3 tanques para cada alimento, de manera que 30 juveniles conformaron el lote de
cada tratamiento. En total se alimentaron 150 juveniles de E. morio durante todo el
experimento, mismo que tuvo una duracion de 61 dias. Al finalizar el experimento se
sacrificaron 10 individuos por tratamiento, selecciondndolos de manera aleatorizada, para los

analisis bioquimicos y metabolicos.
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Tabla 9. Composicion en ingredientes de alimentos que contienen diferentes fuentes de
almidoén maiz crudo (AMC), almidon de maiz waxy (AMW), papa crudo (APC), y papa
gelatinizado (APG)], y un alimento de referencia, sin almidon (REF).

Tratamiento experimental con 45% proteinas, 6% lipidos y 15% de carbohidratos.

Fuentes de carbohidratos almidon de maiz crudo (AMC), almidén de maiz gelatinizado
(AMGQG), almidon de trigo crudo (AMT) y tratamiento de referencia sin almidon (REF).

*Los datos de los analisis proximales fueron obtenidos del trabajo Silva A.F. (2014).

AMC AMG ATC ATG REF

Insumo

Harina de Pescado! 35.84 3584 3584 3584 35.84
Canola tratada con fitasa® 10 10 10 10 10
Concentrado Proteico de Soya? 20 20 20 20 20
CPSP* 10 10 10 10 10
Almidén de Maiz Crudo® 15 15 15 15 15
Almidén de Maiz Gelatinizado 15

Almidén de Trigo Nativo 15

Almidén de Trigo Gelatinizado 15

Talco® 15
Lisina’ 0.58 0.58 0.58 0.58 0.58
Leucina 1.05 1.05 1.05 1.05 1.05
Premezcla de Vitaminas para peces 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
tropicales®

Stay C° 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
Carboximetilcelulosa’’ 1 1 1 1 1
Total (%) 100 100 100 100 100

Andalisis Proximal*
(g/100 g de materia seca)

Proteina 371 80%;
Lipidos 0 0/0
Fibra e
. 13.91 %
Cenizas ' ' 14.8 %
Extracto libre de nitrogeno 15kl/g

Energia calorica (kJ g')

"Harina de pescado Menhaden Special Selection (APLIGEN S.A de C.V CDMX); 2Canola tratada con Fitasa DSM
Ronozyme P5000 CT (5000 U7g). 3Concentrado proteico soluble de pescado (CPSP Sopropeche, Boulogne s/mer, Francia);
PROFINE Concentrado proteico de soya (VIMIFOS, México); *“Carboximetilcelulosa (DROSADA S.A. de C.V., México);
SAlmidén de Trigo y Maiz, (Gluten y almidones comerciales S.A de C.V, México): ®Talco (silicato de magnesio):’Lisina y
Leucina Future Foods S.A. de C.V. CDMX; #Vitaminas: acetato de retinol 18000 (IU kg—1 diet); cholecalciferol,2000 (IU
kg—1 diet); acetato de alfa tocoferol, 35; sodium menadione bisulphate,10; tiamina-HCl, 15; riboflavina, 25;, 50;;pyridoxina
HCI, 5; folic acid 10; cianocobalamina, 0.02; biotina, 1.5; acido ascorbico,50; inositol, 400. ROVIMIX STAY C-35
(Importado por ROCHE VITAMINAS Guadalajara Jal.) Composicion: vit A: 1.200.00 IU: vit B1: 4,800 mg: vit. B12: 4,800
mg: vit B6: 4,800 mg: vit D3: 200,00IU: vit, K3: 2,400 mg: 4cido félico 1,200 mg; biotin: 48 mg; pantotenato de calcio:
12,000 mg: cloruro de colina 108 g; niacina 24, 000 mg; selenio: 100 mg; yodo:10mg: cobalt: 10 mg:cobre: 3,000 mg: hierro
50,000 mg; magnesio: 20,000 mg; zinc: 30, 000 mg; vehiculo 1,00g; antoxidantes: 25 g; '®Carboximetilcelulosa
(DROSADA S.A. de C.V., México).
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111.4.4.-Parametros fisico-quimicos.

La calidad del agua fue monitoreada diariamente. Para ello, se midieron la temperatura, el
oxigeno disuelto, el pH, y la salinidad, por medio de un equipo multipardmetros (Hach®,

modelo HQ40d).
11.4.5.-Parametros zootécnicos

Los parametros zootécnicos a evaluar fueron los siguientes: supervivencia (%) = No. de
animales vivos al final de experimento/ total de animales X 100; Biomasa final = No. de
animales vivos al final de experimento * peso promedio final; Factor de condicion = Peso/
Longitud total®; Coeficiente de crecimiento por dia = (( peso final '3 - peso inicial /*)/No. de
dias ) * 100, Coeficiente térmico de crecimiento = (peso final ”* - peso inicial ') (coeficiente
de crecimiento) *(temperatura promedio °C ) *100; Tasa de crecimiento especifico (SGR, por
sus siglas en inglés) = (log peso final- log peso inicial/ dias); Ganancia en peso = (Biomasa

final-biomasa inicial)/tiempo.
11.4.6. Disefio Experimental

El disefio experimental consistio en colocar 10 peces cada tanque del dispositivo en total 15
tanques, como fueron 5 tratamientos diferentes se destinaron 3 tanques por tratamiento; los

parametros fisicoquimicos fueron monitoreados por la mafiana y por la tarde.

Durante los dias de experimento 61 dias, los juveniles fueron alimentados con 3% de la
biomasa total de cada tanque, otorgando 1.5% por la mafiana (8:00 a.m) y 1.5 % por la tarde
(5:00 p.m). Las respuestas a evaluar fueron: supervivencia, biomasa, CTC, CDC, metabolitos
(glucosa en plasma y glucdgeno en higado); las enzimas digestivas o-amilasa y a-glucosidasa
y en el tratamiento del amidon que obtuvo el mejor crecimiento y en la tratameinto que no
contenia almidon se registraron las actividades de las enzimas del metabolismo intermediario:
GK, PK, FBpasa, ALAT. Se utlizo6 una ANDEVA de Bloque anidada y la prueba No
paramétrica de Kruskal-Wallis cuando los resultados no presentaron homogenidad de

varianza. (Tabla 10)
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Tabla 10. Disefio Experimental del ensayo preliminar para determinar el efecto del nivel de

inclusion y la fuente de carbohidratos en alimentos para juveniles de E. morio.

Fuente de Diseiio experimental Repeticion Respuesta a Evaluar

Carbohidrato Tratamiento

. Supervivencia

. Biomasa

ATC N=30 3 tanques/tratamiento . CTC
ATG ANDEVA de Bloque Anidada p < + CbC
0.05 e  Glucosa en Plasma
AMC . Glucdgeno en Higado
. Enzimas digestivas:
AMG . .
e  o-amilasa y a-glucosidasa
REF . Enzimas metabolismo

intermediario:

. GK, PK, FBpasa, ALAT

11.4.7.-Estadistica

El hematocrito, la CDC y CTC, y el [ndice hepatosomatico fueron transformados a arco seno;

y los valores de la glucosa transformados a logaritmo.

Para CDC y CTD se verifico la homogenidad de varianza con la prueba de Hartley, Cochran

y Barlett, y se aplicod una prueba de Duncan con un valor de significancia de p<0.05.

Para glucosa, glucégeno, actividad enzimatica, THS y Hematocrito se verifico la
homocedasticidad con la prueba de homogeneidad de Levene. La normalidad se verifico con
una prueba de Shapiro-Wilk. Posteriormente, se aplico un ANDEVA de bloque anidada con
el objetivo de considerar la varianza entre cada tanque del sistema experimental con un valor
de significancia de p<0.05. Cuando los datos no presentaron homogenidad de varianza se hizo
una prueba no-paramétrica Kruskal Wallis con valor de significancia de (p<0.05). Se utiliz6

el paquete estadistico Statgraphics version 6.0.
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I1.5.-Resultados
11.5.1.-Seleccion de almidones: maiz y trigo

El experimento mostré que los juveniles silvestres alimentados con la dieta AMC tuvieron el
mayor valor de Ganancia en Peso 855.63 (g / 61 dias). A pesar que los juveniles silvestres
alimentados con dieta AMG mostraron la biomasa final més alta (6900.08 g), presentaron los
valores mas bajos de ganancia en peso (13.69 g /61 dias). Los juveniles silvestres alimentados

con la dieta REF presentaron los valores mas bajos de biomasa final (6109.69 g) (Tabla 11).

Tabla 11 - Pardmetros Globales; Crecimiento, Supervivencia, alimento suministrado de los
grupos con las 4 dietas experimentales y el grupo control. Almidon Trigo Crudo (ATC),
Almidon de trigo gelatinizado (ATG), Almidén de Maiz Crudo (AMC), Almidéon Maiz
Gelatinizado (AMG), Dietas in almidon (REF).

DIETA

ATC ATG AMC AMG REF
Alimento 2354.8 2250.44 2333.54 2330.58 2307.33
entregado
Biomasa 6214.1 5779.0 5729.9 6194.0 6096.0
inicial (g)
Biomasa final 6733.72 6334.37 6585.53 6900.88 6109.69
(g
Ganancia en 519.62 555.37 855.63 706.88 13.69
peso (g)*
No de Peces 30 30 30 30 30
inicial
No de Peces 27 27 28 29 27
final
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Sobrevivencia 90 90 93.3 96.6 90
(%)

*Ganancia en Peso en 61 dias de experimento.

11.5.2.-Coeficiente diario de crecimiento

El coeficiente diario de crecimiento mas elevado fue obtenido en los peces del tratamiento
AMC (0.73), y el mas bajo con el tratamiento que contenia AMG (0.54), siendo estos
significativamente diferentes entre si. Los tratamientos ATG y AMT no fueron dierentes entre

si, ni tampoco los tratamientos ATC y REF (Tabla 11).
11.5.3.-Coeficiente térmico de crecimiento

El coeficiente térmico de crecimiento significativamente mas elevado fue encontrado en los
juveniles silvestres tratameinto AMC (0.0271 g/ C° /dias). Los peces de los tratamientos que
mostraron los valores mas bajos de CTC fueron alimentados con el tratamiento REF y el

tratameinto ATC (0.025 y 0.020 g /C®/dias, (Tabla 12).

Tabla 12.- Coeficiente Diario de Crecimiento (CDC) y Coeficiente Térmico de Crecimiento
(CTC) de los juveniles silvestres aclimatados a los tratamientos de almidon; Almidon de
Trigo Crudo (ATC), Almidon de Trigo Gelatinizado (ATG), Almidon de Maiz Crudo
(AMC), almidén de maiz gelatinizado (AMG) y Dieta de Referencia sin almidoén (REF).
Todas los tratamientos experimentales isocaldricas; 45% proteina, 6% lipidos y 15 %
carbohidratos. Juveniles alimentados por 61 dias. Prueba de Duncan (p< 0.05) promedio +

ES.

ATC ATG AMC AMG REF
CDC 0.55+0.07° 0.71 £0.07° 0.73 £ 0.07* 0.54£0.07° 0.68 £ 0.08°
CTC 0.020 £ 0.003>  0.026 +0.003%°  0.027 £ 0.003*  0.019+0.003*  0.025 + 0.002%

Valores promedio + ES. ANDEVA Prueba de Ducan (p< 0.05) *.
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11.5.4.-Glucosa, Glucégeno y Hematocrito

La concentracion mas alta de glucosa se presentd en los juveniles alimentados con el
tratamiento REF (sin almidon) y en los del tratamiento AMG (58 y 47.7 dl ml!); p< 0.05),
(Tabla 12)

Los valores significativamente mas bajos de glucosa se encontraron en los juveniles

alimentados con el tratamiento AMC (42 dl ml™") (Tabla 13).

El glucégeno no varid significativamente entre los tratamientos. Los valores mas altos se
observaron en los peces de los tratamientos AMC, AMG y ATG. El valor mas bajo fue

encontrado en los juveniles alimentados con los tratamientos ATC y REF (Tabla 12).

Los peces no presentaron diferencias en el hematocrito entre los 5 diferentes tratamientos, sin
embargo en los juveniles alimentados con el tratamiento REF se encontré el menor valor del

hematocrito (37.3 £2.3) (Tabla 13).

Tabla 13- Glucogeno en higado (mg g 'higado), glucosa en plasma (dl ml') y hematocrito en
de juveniles silvestres alimentados con alimentos que contienen diferentes fuentes de almidon
maiz crudo (AMC), maiz waxy (AMW), papa crudo (APC), y papa gelatinizado (APG)], y un
alimento de referencia, sin almidon (REF).

ATC ATG AMC AMG REF
Glucosa 44.0 + 24.9% 474 +13.12 40.47 £ 12.1° 479+ 18.7° 58.4 +£12.12
(mg.dl-!) *
Glucogeno 112.7+57.8* 145.1 £39.7* 148.6 £36.9? 148.2 + 63.22 113.8+11.12
(mg.g") *
Hematocrito 47.6 £2.4? 47.5+£232 43.0+2.52.5°2 46.9 £2.5? 37.3+2.3b
(%) **

Valores promedio = ES. ANDEVA de bloque anidado (p< 0.05) *.

Prueba no-paramétrica Kruskal Wallis (p<0.05) ** Promedio + ES
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11.5.5.-Enzimas Digestivas

Los valores mas altos los mostraron los juveniles alimentados con el tratamiento ATC (1.5
+0.2 10 3 U mg’! proteina) y los mas bajos fueron encontrados en los juveniles alimentados

con el tratamiento AMC (1 £0.2x 103U mg™! proteina U mg-1 de proteina).

La actividad de la « -amilasa en intestinos fue menor, que la encontrada en los ciegos pildricos,

sin embargo entre los tratamientos no se encontr6 diferencias significativas (Tabla 13).

La actividad de la « -glucosidasa no mostro diferencias significativas en los juveniles
aliemntados entre los 5 tratamientos. Los valores mas altos se presentaron en el intestino pero
a diferencia de la o -amilasa no presentaron diferencias entre ciegos piloricos e intestino, la
mayor actividad se encontrd en los juveniles aliemntados con el tratameinto AMC en los

intestinos (0.14 £ 0.02 mU mg™! proteina) (Tabla 14).

Tabla 14 - Actividad de la a -glucosidasa (mU.mg"! de proteina) y o —amilasa (U.mg"! de
proteina) en ciegos pildricos e intestinos de organismos los juveniles alimentados con
alimentos que contienen diferentes fuentes de almidén [maiz crudo (AMC), maiz waxy
(AMW), papa crudo (APC), y papa gelatinizado (APG), y un alimento de referencia, sin
almidon (REF). experimentales en los 5 tratamientos; almidon de trigo crudo (ATC), almidon
de trigo gelatinizado (ATG), almidon de maiz crudo (AMC), almidon de maiz gelatinizado
(AMG) y dieta de referencia (REF).

ATC ATG AMC AMG REF
o -Amilasa 427.0 £225.8% 1197.9 +238.0° 974.2 +238.0° 1373.5 +£269.9* 1257.4 +238.0°
ciegos pildricos
o -Amilasa 287.8 £55.4° 2322 +55.4° 107.2 +58.82 374.1 £55.5° 258.5+52.6*
intestinos
o -Glucosidasa 0.08£0.022 0.1+0.022 0.07+0.02* 0.10+0.022 0.09 £0.022
ciegos pildricos
o -Glucosidasa 0.11+0.022 0.10+0.022 0.14+0.02* 0.13+0.02* 0.12+0.22

intestinos

Prueba no-paramétrica Kruskal Wallis con valor de significancia de (p<0.05). Promedio + ES.

82



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

11.5.6.-Enzimas reguladoras del metabolismo intermediario

En cuanto a las enzimas que regulan el metabolismo intermediario se encontr6 a la FBPasa
con mayor actividad en los juveniles alimentados con el tratamiento REF (48.8 = .7, U mg’!
proteina), la PK fue mayor en los juveniles alimentados con el tratamiento AMC, la G6P-DH
no presentd diferencias, sin embargo la ALAT presentd mayor actividad en los juveniles
alimentados con el tratamiento REF y esta diferencia fue significativa (117.8 £168.7, U mg’!

proteina) (Tabla. 15).

Tabla 15.- Actividad de las enzimas reguladoras del metabolismo intermediario (U mg'’!
proteina) en higado de los juveniles experimentales en los 5 tratamientos; almidon de trigo
crudo (ATC), almidén de trigo gelatinizado (ATG), almidon de maiz crudo (AMC), almidon
de maiz gelatinizado (AMG) y el tratamiento de referencia (REF). Prueba no-paramétrica

Kruskal Wallis con valor de significancia de (p<0.05). Promedio + ES

N=7 AMC REF
Fructosa-1,6- 10.8 +5.4° 48.8+5.7%
bisfosfatasa

Piruvato cinasa 104.8 £ 8.1* 89.2+ 1742
Glucosa-6- 48.8 +£0.02* 52.8 £8.1°
fosfato

dehidrogenasa

Alanino 341.4+226.3° 1178.8 £168.7°
aminotransferasa

Promedio + ES. Prueba no-paramétrica Kruskal Wallis con valor de significancia de (p<0.05).
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I1.5.7.-Parametros Fisico-Quimicos

Tabla 16.- Promedio de los parametros fisicos- quimicos del agua de cultivo registrados, en la
mafana y en la tarde, durante el periodo de aclimatacion bioensayo de crecimiento, durante la

mafiana y la tarde. Temperatura (°C), pH, Oxigeno Disuelto (mg/L) y salinidad (ppt).

Parametros Promedio Minimos Maximos
Temperatura (°C) am 282+t 1.6 24.4 29.2
Temperatura (°C) pm 275+ 1.8 26.2 29.3
Salinidad (ppt) 37.4+0.1 36.2 37.8
OD (mg/L) am 6.3£0.3 5.74 6.74
OD (mg/L) pm 6.1£0.3 5.54 6.58
pH am 8.2+0.1 8.06 8.44
pH pm 83+0.2 7.94 8.59

Valores promedio + DE.
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I1.6.Discusion

11.6.1. Factores que influyen en la utilizacion de los carbohidratos dietéticos en E. morio.
Relacion amilosa:amilopectina

La relativa eficiencia de la utilizacion de los carbohidratos en peces, esta asociada a factores
como el nivel de inclusion, fuente y el tratamiento tecnologico aplicado (Wilson, 1994; Stone,

2003; Krogdahl et al., 2005).

El almidén de maiz presenta una proporcion de amilopectina de 73%, menor al presente en el
almidon de trigo que es de 76%. La disponibilidad del almidén por ser digerido se encuentra
en funcion de la exposicion de los enlaces a-D-(1-4)-glucosidicos presentes en las molécula
de amilosa y amilopectina, como se ha explicado en la parte introductoria de este capitulo, la
molécula de amilopectina tiene mayor cantidad de enlaces a-D-(1-4)-glucosidicos sobre los
que actia la a-amilasa, de manera que en este trabajo se esperaba encontrar una mayor
digestion en los almidones con mayor amilopectina. Sin embargo, el tratamiento AMC fue el
mejor utilizada dado que E. morio presento el valor mas alto de CDC (0.73), asi como CTC

(0.271 3g/C°/dias), y la mayor ganancia en peso (52.8g) (Tabla 11).

Estos resultados sugieren que la diferencia entre el porcentaje de amilopectina del almidon de
maiz y trigo, 73% contra 76%; respectivamente, no parece influir en la actividad de las
enzimas digestivas, ya que entre los cinco tratamientos no existieron diferencias significativas

(Tabla 13).

Digestion

11.6.2.Digestion del almidon de acuerdo a su naturaleza: maiz y trigo.

En mamiferos, la digestion del almidon inicia en la boca con el contacto de la o-amilasa salival
para formar oligosacéaridos que se dirigen al intestino delgado. En peces, es en la region
exocrina del pancreas donde son producidos los zimogenos precursores de la a-amilasa. Este
organo se encuentra difuso alrededor del duodeno, de los ciegos piléricos y entre el mesenterio
de E. morio (Castillo, 2000). Las secreciones enzimaticas del pancreas dentro del intestino
ocurren en respuesta a la presencia de alimento. Esta respuesta estd controlada por la

produccién de hormonas como la secretina y la colecistocinina. La respuesta se desencadena

85



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

por la presencia de lipidos y aminoacidos que entran en la parte superior del intestino en
condiciones acidas y desencadenan la cascada de sefializacion para la produccion de enzimas
pancredticas (Fontaine, 1979).

El almidon al entrar al duodeno y la region de los ciegos pildricos es digerido por la a-a-
amilasa. La velocidad inicial de reaccion de esta hidrolisis disminuye con el aumento del
grado de ramificacion del polisacarido, principalmente debido a un impedimento estérico. Los
productos residuales de esta reaccion, maltosas y dextrinas ramificadas, son convertidos en
glucosa por las enzimas maltosa-glucoamilasa, sucrosa-isomaltasa y a-glucosidasa intestinal
(Lehmann y Robin, 2007) para después ser absorbidos en el intestino distal por las células
epiteliales con borde de cepillo que contienen a la a-glucosidasa, enzima que completa la
digestion de los disacaridos en glucosa y trasportada al torrente sanguineo por transporte
facilitado que involucra acarreadores de Na+; la glucosa depende del Nat para ser
transportada (Castelld, 1993).

La digestion del almidon no solo depende del evento hidrolitico, existen otros factores como
la difusion de la enzima hacia el sustrato y la adsorcion de la enzima al sustrato.

La difusion de la enzima a-amilasa hacia el sustrato es considerado un paso importante de la
hidrdlisis. Las interacciones del almidon con lipidos, proteinas y otros componentes de los
alimentos pueden evitar una difusién y adsorcion efectiva de la enzima hacia el almidon
(Colonna et al., 1992). En el caso de los tratamientos utilizados en este experimento, todos
contenian los mismos ingredientes, el mismo porcentaje de proteinas y lipidos, solo el
tratamiento de referencia carecia de carbohidratos, de manera que la difusion de la enzima
hacia el sustrato probablemente no fue diferente entre los tratamientos experimentales.

En cuanto a la adsorcion efectiva de la enzima hacia el almidon, se ha demostrado que existen
diferencias entre granulos de almidon de diferentes origenes, por ejemplo, los patrones de
digestion en almidones de cereales, tubérculos y leguminosas son diferentes: los almidones
crudos del maiz y el trigo contienen poros y/o canales, los cuales permiten la penetracion de
la enzima a-amilasa, resultando en un mecanismo de digestion de dentro del granulo hacia
fuera (Zhang et al., 2006). En contraste, el almidon de papa y otros almidones tipo B son
digeridos por un proceso conocido como ex corrosion, empezando en la superficie del granulo

hacia su interior (Gallant ef al., 1997).
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Las propiedades de digestion del almidon han sido clasificadas en base a la cantidad de
glucosa liberada durante el transcurso de su digestion y en gran medida la digestion de los
almidones dependen de la proporciéon de la amilosa:amilopectina dentro del granulos.
Almidones con un mayor porcentaje de amilosa serdn mas lentos en la digestion, en caso de
los almidones utilizados en este ensayo, presentan maiz y trigo, 27% contra 24%;
respectivamente (Parada S. 2008). Por ejemplo en particular la estructura del almidén depende
de la proprocion amilosa: amilopectina como ya se ha explicado anteriormente los cereales
pueden contener entre un 15 y 28% de amilosa, algunas como los almidones modificados
contienen menos de 1% cuando menor es la proporcion de amilosa, es mayor la gelatinizacion
y con esto se facilita la digestion por las amilasas, logrando un mayor IG. Explicado en otras
palabras entre menos amilosa presente en el granulo mayor sera el IG y por el contrario entre
mas amilosa habra menos gelatinizacion y con ello un IG menor.

Una forma de evaluar la respuesta de utilizacion de los almidones es utilizar al Indice
Glucémico (IG) como indicador, el cual representa un valor numérico nico propio de cada
alimento que resulta de dividir el area bajo la curva de la respuesta glicémica del alimento que
se esta probando por el area bajo la curva de la respuesta glicémica de un alimento estdndar
(glucosa). Utilizando una cantidad de 50 g de alimento (el experimental y el estdndar),
utilizando un tiempo postprandial de medicion determinado y constante (180 minutos)
tomando muestras a intervalos (Parada S. 2008).

De acuerdo a estas mediciones se ha logrado obtener escalas de valores de IG para diversos
alimentos; se considera bajo de 0-50, un IG de valor moderado de 55-69 y por arriba de 70 es
considerado con un IG alto. En este trabajo no se evaluo el IG de cada almidon, pero se ha
reportado un IG 85 para el almidon de maiz y de trigo (Nutients Review,
www.nutrientsreview.com, Enero 2018). De acuerdo a este valor los almidones utilizados en
este ensayo presentan IG alto. Como se ha mencionado anteriormente, no se detectaron
diferencias significativas en la actividad de las amilasas y en las a-glucosidasas (Tabla 11),
sin embargo, en los peces alimentados con el tratamiento AMC con un procentaje mayor de
amilosa (27%) se encontraron los valores mas bajos de glucosa en plasma (40.5 mg.dl'") (Tabla
13). Estos resultados podrian sugerir que los juveniles alimentados con el tratamiento AMC

presenta un IG menor que los otros tratamientos, sugiriendo quizas una digestion mas lenta
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que permitio una mejor asimilacion de la glucosa dietética, con el valor de glucégeno mas alto
(148.6 mg.g") y el mejor coeficiente de crecimiento de los peces (Tabla 12y 13).

Se conoce que la velocidad de digestion de un carbohidrato afecta la absorcion de la glucosa,
como consecuencia a los mecanismos reguladores de la respuesta glucémica y lipidica
postprandial (Brites et al., 2011). La baja digestion y absorcion de los carbohidratos puede
mantener regulados los niveles de glucosa en la sangre (Augustin et al., 2002). Los niveles de
glucosa que se mantuvieron mas bajos en este experimento fueron en los peces alimentados
con AMC, quizas este almidon presentd un mayor grado de resistencia a ser digerido lo que
permitio a los peces alimentados con este tratamiento, lograron un digestion mas lenta, y como
resultado una mejor asimilacion de la glucosa que fue almacenada como glucégeno y

destinada a crecimiento (Tabla 13).

11.6.3.- Efecto del tamaiio y la forma de granulo maiz y trigo en la utilizacion de los

carbohidratos en E. morio.

Se considera que los granulos de almidon a partir de 1- 20 pm son pequefios y de 20 a 100 pum
como largos La clasificacion de los granulos usualmente se divide en unimodal y bimodal,
este ultimo presenta dos tamafios de granulos: tipo A> 10 um y tipo B< 10 pum. En este
experimento se utilizo el almidon de trigo que presenta una distribucion bimodal y el granulo
de maiz con una distribucion unimodal. Diferentes trabajos han demostrado que la
susceptibilidad del almidon a ser hidrolizado depende en parte al tamafio del granulo. Los
granulos de almidén de mayor tamafio son digeridos a una velocidad menor en comparacion
a los granulos de almidon de menor tamato, debido a que los granulos de mayor tamafio tienen
una superficie relativa mas pequena para la hidrolisis enzimatica (Tester et al., 2004). Los
resultados de este experimento sugieren que el tratamiento AMC fue el mejor asimilado. Este
almidon presenta una distribucion unimodal, y un tamafio de granulo que en promedio es

menor al granulo del almidon de trigo.

En cuanto a la distribucion de los tamafios de los granulos en el maiz y trigo, se ha reportado
que la heterogeneidad de tamafio afecta significativamente las propiedades fisicoquimicas del

almidon, entre mas heterogéneo se aumenta el area de superficie por unidad de volumen y
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también puede aumentar la biodisponibilidad de los macronutrientes (Wondra et al., 1995), de
manera que esta podria explicar que el tratamiento ATC presentara una actividad enzimatica
mayor (1,427 U mg' proteina, p>0.05). Sin embargo, los resultados mostraron que el

tratamiento ATC no fue el mejor asimilado en los juveniles de E. morio.

11.6.3.- Efecto de la gelatinizacion de almidones en aprovechamiento de los carbohidratos

en el E. morio.

El almidon crudo es aquel que se encuentra de manera natural, es insoluble en agua a
temperatura ambiente, y no ha experimentado ninguna modificacion fisica o quimica. Este
almidon tiene una alta resistencia al esfuerzo cortante y es mucho mas susceptible al fendmeno
de laretrogradacion y sinéresis. El almidon puede ser modificado por procesos fisicoquimicos,

como la gelatinizacion (Sanchez —Rivera et al., 2005).

La gelatinizacion es un proceso endotérmico que genera la disociacion de las moléculas de
amilosa y amilopectina, que se encuentran en una conformacion con dobles hélices, y pasan a
una presentacion amorfa. El proceso de gelatinizacion inicia con el hinchamiento de las partes
amorfas del granulo, rompiendo los puentes de hidrogeno entre las cadenas. Esta hidratacion
origina que la amilosa se difunda hacia el medio acuoso, hasta este momento el cambio es
reversible, pero una vez alcanzando la temperatura de gelatinizacion (~100 °C) es un proceso
irreversible, y ocurre un cambio en el orden molecular del almidén, perdiendo su estructura

cristalina nativa (French, 1984).

La temperatura de gelatinizacion, asi como el grado de entalpia, dependen de la relacion
amilosa:amilopectina del granulo de almidén, es decir, almidones con un mayor grado de
ramificaciones de cadena corta tiene una temperatura de gelatinizacion menor, debido a que
las ramificaciones de cadenas cortas no abarcan por completo lo largo de la ldmina cristalina
lo que produce irregularidades en el granulo, a diferencia de los almidones con mayor nimero
de ramificaciones de longitud larga que interactian en mayor grado con la amilosa, y esta
interaccion genera una mayor temperatura de gelatinizacion y eleva el grado de entalpia . (Li

et al., 2008, citado por Bello P., 2012).
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La retrogradacion es el proceso que sucede cuando se enfria el granulo y adquirere una
conformacion diferente al almidon nativo; sucede cuando las moléculas del almidon, después
de la gelatinizacion y durante el enfriamiento, recuperan gradualmente su nueva organizacion,
formando cristales compuestos por las dobles hélices que se unen por interacciones
hidrofobicas, y nuevamente forman puentes de hidrogeno. La molécula de la amilosa es la que
retrograda mas rapidamente, debido a su estructura lineal, en cambio la retrogradacion de la
amilopectina es mas lenta como consecuencia de su estructura ramificada (Srichwong y Jane,
2007). La nueva conformacion del granulo, tendra efectos en la susceptibilidad enzimatica. El
almidon de maiz tiene mayor porcentaje de amilosa por lo que su temperatura de
gelatinizacion en mas elevada y su retrogradacion mas rapida, estas caracteristicas en
conjunto, podrian explicar la baja actividad de la a-amilasa en los juveniles alimentados con
AMC, pero al ser alimentados con AMG la actividad enzimadtica se incremento6 (974 y 1,374
U mg! de proteina) (Tabla 14). Después del tratamiento de gelatinizacién, los enlaces 1-4
glucosidicos se encontraron mas expuestos a la hidrolisis enzimatica. Al respecto, se sabe que
el almidén nativo presenta una baja digestibilidad, debido a que es mas rapido su transito a
través del intestino disminuyendo el tiempo de absorcion y evitando la accion de la a-amilasa
(Spannhof y Plantikow, 1983). La disponibilidad del almidén para ser digerido se encuentra
en funcion de la exposicion de los enlaces a-D-(1-4)-glucosidicos presentes en las molécula

de a-amilasa y amilopectina, sobre los cuales acttia la a-amilasa.

Como se ha mencionado anteriormente, las diferencias en la actividad de las enzimas
digestivas no fueron significativas, y el AMC present6 la mejor asimilacion, por encima del
AMG. Sin embargo, la mayor actividad de la a-amilasa se encontr6 en el tratamiento ATC
(1,427 U mg de proteina '), los resultados sugieren que para el trigo, el efecto de la
gelatinizacion no modificd la hidrolisis enzimatica. La amilosa y la amilopectina son
moléculas que presentan conformaciones diferentes. La amilosa presenta una conformacion
helicoidal, haciendo que los enlaces a-D-(1-4) glucosidicos sean menos disponibles a la
accion enzimatica, mientras que la amilopectina es una molécula altamente ramificada, y por
lo tanto, mas susceptible a la degradacion enzimadtica, por lo que el tratamiento ATC, presentd

mayor hidrolisis enzimatica (Pfeffer ez al., 1991; Hung ef al., 2006).
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En cuanto a la a-glucosidasa, los resultados muestran que para todos los tratamientos, la mayor
actividad se encontr6 en el intestino. A pesar de no existir diferencias significativas, la mayor
actividad se encontrd con el tratamiento AMC (0.14 mU.mg-1 de proteina) (Tabla 14). Como
se ha mencionado anteriormente, la a-glucosidasa es una endoenzima que se encuentra en las
células con borde de cepillo en el intestino delgado, y es la que genera finalmente la glucosa
que serd transportada al higado, donde se llevara a cabo la asimilacidn, para integrar a la

glucosa al metabolismo intermediario.

11.6.4.- Comparacion de la actividad de enzimas reguladoras del metabolismo intermediario

de peces alimentados con un tratamiento con AMC y un tratamiento sin almidon REF .

A pesar de no encontrar diferencias significativas entre los tratamientos a nivel de la actividad
de las enzimas digestivas (Tabla 14), fue posible encontrar una tendencia de ciertas enzimas
reguladoras del metabolismo intermediario en los peces alimentados con el traramiento AMC.
Los peces presentaron una mayor actividad de la PK mostré una mayor actividad en los peces
alimentados con el tratameinto AMC con respecto a los alimentados con el tratamiento REF
(104.8 y 89.2) (Tabla 15). Xiang-He et al., (2015), reportan diferencias significativas en la
actividad de la PK, a diferentes niveles de inclusion de almidon (10, 15, 20, 25 y 30 %) siendo
mayor en una tratamiento que contenia 30 % de almidon de maiz (35.7 mU mg-1 de proteina).
En el experimento realizado aqui con 15 % de inclusion de carbohidratos en el alimento, fue
posible encontrar una menor actividad en la enzima FBPasa, y en la enzima del catabolismo
de proteinas ALAT, en peces alimentados con el tratamiento AMC (p<0.05) (Tabla 15). Estos
resultados sugieren que los peces que tuvieron una fuente de carbohidratos en la dieta, fueron

capaces de reducir la ruta gluconeogénica y el catabolismo de proteinas.
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I1.7.-Conclusiones

1.

Los resultados de este ensayo preliminar en el uso de almidones sugieren que la
diferencia entre el porcentaje de amilopectina del almidon de maiz y trigo, 73% contra
76%:; respectivamente, no parece influir en la actividad de las enzimas digestivas, ya

que entre los cinco tratamientos no existieron diferencias significativas.

La microestructura del granulo de almidon de maiz crudo AMC, por ser mas pequefia
presento mayor superficioe de contacto y favorecer la exposicion a la hidrolisis
enzimdtica y al mismo tiempo mantener los valores de glucosa mas bajos,
considerando el IG como indicador de digestion este almidon tuvo un mayor grado de
resistencia a ser digerido por los juveniles del mero rojo lo esta digestion mas lenta

permitié un mayor crecimiento y mayor biomasa al final del experimento.
Las enzimas reguladoras del metabolismo intermediario que intervienten en la

gluconeogénesis, FBPasa Y ALAT presentaron la menor actividad en el tratamiento

AMC, lo que indica una disminucion en el uso de proteinas como sustrato energético.
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Capitulo Il Tolerancia a la Glucosa de Epinephelus morio.

L. Introduccion
I11.1.2 Glucosa molécula energética

La glucosa es la molécula energética esencial para las células, en muchos vertebrados como
los mamiferos constituyen la principal fuente de energia. A diferencia de los mamiferos se ha
demostrado que en los peces la glucosa es obtenida principalmente por rutas gluconeogénica.
Ademas, estos vertebrados presentan una tolerancia limitada a la glucosa, condicion que ha
sido estudiada en los ultimos 30 afios, demostrando que existen diferentes factores que llevan
a los peces a tener una escasa utilizacion y capacidad de almacenamiento de la glucosa

(Wilson 1994, Hemre et al 2002).
111.-2.2. Hiperglucemia en peces por glucosa postprandial.

La poca utilizacion de la glucosa proveniente de carbohidratos dietéticos genera niveles de
hiperglucemia prolongada en peces alimentados con un alto contenido de carbohidratos y una
de las hipdtesis indica que esta intolerancia es consecuencia de un bajo nimero de receptores
de insulina, niveles de insulina en el plasma y transportadores de glucosa (Hemre ef al., 2002;
Krogdahl et al., 2005; Legate et al., 2001; Moon, 2001; Peres ef al., 1999). Por ejemplo entre
las especies de peces la capacidad de una especie por utilizar la glucosa depende de los habitos
alimenticios, Panserat (2000), ordena a las especies dependiendo de su capacidad por utilizar
la glucosa de la siguiente manera; la carpa>dorada>trucha. Sin embargo en estudios recientes
se ha encontrado que sumado a esta limitacion por utilizar glucosa, la poca adaptacion de los
peces a los carbohidratos involucra ademés el mecanismo por el cual la glucosa puede ser
asimilada dentro de las rutas metabolicas. En todas las especies estudiadas existe el mismo
mecanismo de fosforilacion de la glucosa dietética y se encuentra regulado por las mismas
enzimas y su actividad depende de los habitos alimenticios de los peces, sin embargo la
hipotesis mas aceptada sobre la limitacion del uso de los carbohidratos dietéticos en peces es
precisamente la pobre capacidad de fosforilar la molécula de la glucosa (Cowey y Walton

1981; Wilson 1994; Krogdahl et. al., 2005; Panserat et al., 2002).
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111.-2.3. Mecanismo de accion y origen de las hexocinasas

Las enzimas que se encargan de esta tarea son transferasas que transfieren un grupo fosfato
desde una molécula de alta energia, como al ATP a una hexosa como la glucosa y son
conocidas como hexocinasas. Una vez que ha entrado la glucosa a la célula se encuentra
disponible como sustrato energético en el momento de ser fosforilada por las hexocinasas. Las
hexocinasas catalizan la primera reaccion de la glucolisis, convirtiendo a la glucosa en
glucosa-6-fosfato (G6P), (Wilson 1995, 2003; Cardenas et al., 1998). En los vertebrados han
sido identificadas 4 hexocinasas: la I, II, III y la IV (Wilson 1995). La hexocinasa IV es
conocida como glucocinasa (GK) y difiere de las I, I y III por su baja afinidad por la glucosa.
Las hexocinasas I, II y III presentan alta afinidad por la hexosas (Km 0.1 mM) y su reaccion
esta regulada por la aparicion de su producto, la G6P; estas tres enzimas son de mayor tamano
(100 kDa). La actividad de la hexocinasas I, I y III puede ser detectada en el rifidn, el cerebro,
los linfocitos y bazo. En cambio la glucocinasa (GK) presenta una baja afinidad por la glucosa
(Km alta de 5 a 12 mM), no es inhibida por la G6P y se encuentra Gnicamente en el higado y
en las células beta de los islotes de Langerhands en el pancreas. Esta enzima es de menor

tamafio (50 kDa) (Wilson 1995, 2003; Cardenas et al., 1998).
1I1.2.4.La GK en su papel dentro de la homeostasis de la glucosa

La GK es una enzima que juega un papel importante en la homeostasis de la glucosa, ya que
solo actua cuando el sustrato esta elevado. Se ha observado que una mutacion en el gen de

esta enzima estéd asociado con la diabetes mellitus no dependiente de insulina (Vionnet et al.,

1992).

En conjunto estas caracteristicas y los diferentes mecanismos para regular la glucosa en peces,
son los responsables de que los peces presenten diferentes niveles de tolerancia a la glucosa.
Los peces cuentan con la maquinaria enzimatica que les permite digerir y asimilar la glucosa,
pero dependiendo de los hébitos alimenticios estas enzimas se encuentran en diferentes
cantidades (Cowey y Walton, 1989; Baanante et al., 1991; Shimeno et al., 1993, 1996, Meton
etal., 1999, 2003 y 2004) (Chen y Chen, 1986; Chen y Tsai 1994; Douglas et al., 2000). Segin
Moyano (1996) la cantidad de amilasa presente en las especies es mayor en peces
herbivoro>omnivoro>carnivoro. Ademas la glucosa proporcionada en la dieta aumenta los
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niveles de glucosa en plasma después de la ingesta en peces (Capilla ef al., 2003; Novoa et
al.,2004; Panserat et al., 2002; Papatryphon et al., 2001). Y esta glucosa dietética es asimilada
y destinada a rutas anabdlicas en higado, musculo rojo y musculo blanco (Blasco et al., 1996;
Blasco et al., 2001). En particular E. morio es un pez carnivoro y que en estudios previos en
juveniles silvestres fue posible encontrar actividad de amilasa y glucosidasa en ciegos
piloricos y en intestino, por lo tanto cuenta con la maquinaria para poder digerir almidones
(Castillo 2013), ademas se ha demostrado en este género existe un nivel de asimilacion de los
carbohidratos dietéticos y son destinados a la conversion de lipidos (Chen y Chen, 1986; Chen

y Tsai 1994; Douglas et al., 2000)

Por lo tanto este capitulo tiene como objetivo evaluar la capacidad de los juveniles de
E.morio para tolerar la glucosa a partir de una curva de tolerancia cuando los peces han sido

adaptados a una dieta con carbohidratos.
I11.3.-Hipotesis

E. morio es un pez carnivoro, por lo que se espera encontrar una tolerancia limitada a la
glucosa, sin embargo en el medio natural se alimenta de una gran diversidad de presas, por
lo que presenta una maquinaria enzimdtica que le permite digerir carbohidratos (Castillo
2011). Por lo tanto, al ser alimentado por un tiempo de aclimatacion con una dieta que
contenga almidon de maiz crudo se espera que después de una ingesta de glucosa (via oral o
via intraperitoneal) se activen las vias metabolicas como la glucolisis y la gluconeogénesis

que le permitran recuperar sus niveles iniciales de glucosa y salir de estado hiperglucemico.
I11.4.-Objetivos

8. Determinar las curvas de tolerancia a la glucosa en juveniles silvestres de E. morio

alimentados con alimentos que contienen o no 15 % de almidon.

9. Determinar la actividad de las enzimas del metabolismo intermediario en juveniles

silvestres de E. morio alimentados con alimentos que contienen o no 15 % de almidon.
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II1.5.-Metodologia
Test de Tolerancia de la Glucosa de los juveniles de mero rojo E. morio

Para la determinacion de la tolerancia a la glucosa se realizaron dos ensayos con peces
aclimatados a un tratamiento que contenia almidén de maiz crudo (AMC) y un tratamiento

sin almidon (REF).

En el primero ensayo (Grupal) se realizo la evaluacion de la glucosa suministrando via oral y

en grupo de peces a este ensayo se le llamo, determinacion de la glucosa por grupos de peces.

El segundo ensayo (Individual) se suministro la glucosa via oral y via intraperitoneal a peces

individualmente.
111.3.1.-Obtencion de los organismos

Para obtener los juveniles silvestres para la prueba de tolerancia a la glucosa se utilizé una
lancha con motor fuera de borda 70 Hp y con anzuelo fueron capturados los juveniles en las
costas adyacentes a Sisal. Los peces fueron transportados en un tinaco Rotoplas de 500 L con

una bomba para aireacion (marca), hacia la UAY (Unidad Académica Yucatan).

En las instalaciones los juveniles permanecieron 24 horas en reposo previo a ser colocados en

el sistema experimental.

111.3.2.-Profilaxis

Se realizaron dos bafios para la profilaxis de los peces, primero en agua dulce durante 10
minutos y después en un bafio de formol al 0.03% durante 10 minutos.

Los peces fueron anestesiados con aceite de clavo (0.03 ml de aceite/10 | de agua) segin
Lopez- Olmeda (2009). Se registrd el tiempo de exposicion al anestésico. Una vez
anestesiados los peces fueron medidos considerando la Longitud total (Lt.), Longitud furcal,

altura y el peso (g) de cada individuo.
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111.3.3.-Sistema de circulacion..

Para llevar a cabo este experimento fueron utilizado el sistema de circulacion descrito

previamente en el capitulo II Figura 10.

En este sistema de circulacion cerrado fueron colocados 10 peces por cada tanque. Los
juveniles fueron aclimatados a los dos tratamientos durante 6 semanas. Diariamente se registrd
la temperatura, el oxigeno disuelto y la salinidad con un multipardmetros de la marca Hach®,
modelo HQ40d. Se aliment6 diariamente el 3% del promedio de la biomasa en dos periodos,
por la mafana y por la tarde (9:00 am y 4:00 pm), la tratamiento experimental contenia 15 %

de almidon de maiz crudo y el tratamiento control no contenia carbohidratos.
Enzimas del metabolismo intermediario, glucosa y glucogeno

Se seleccionaron al azar 10 peces de cada tratamiento (AMC y REF) antes de llevar a cabo el
experimento de la curva de tolerancia a la glucosa, con el objetivo de determinar glucégeno,
glucosa y enzimas del metabolismo intermediario (los protocolos estan descritos ampliamente

en el capitulo I).
111.3.4.-Ensayo Grupal; Determinacion de la glucosa por grupo de peces.

Previo al experimento, los peces fueron dejados en ayuno por 24 horas, tratando de no hacer

ningun tipo de manejo, para reducir el estrés.

Para poder realizar esta prueba fue necesario anestesiar a los peces con aceite de clavo (0.03
ml de aceite/10 1 de agua) y suministrar la solucidon de glucosa (170 mg glucosa / 100 g de
peso humedo) mediante una sonda pasando por el esdéfago, mientras el pez estaba anestesiado

Cuzon, com. pers.).
p
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Diserio experimental: Ensayo Grupal

Para las evaluaciones se eligieron al azar 5 peces de diferentes tanques para formar el grupo
experimental, y un pez para el grupo control, al cual se le suministrd solo agua. Al finalizar
se proporciondé la dosis a cada conjunto de los peces, luego fueron regresados a sus tanques
para ser evaluados en los diferentes tiempos; Oh,1h, 2h, 3h, 6h,12h y 24h horas después de

suministrar la dosis de glucosa via oral (Tabla 17).

Tabla.17. Disefio experimental del Ensayo Grupal: Tratamientos AMC y REF; Factor a

evaluar glucosa en plasma 0, 1, 2, 3, 6, 12, 24 horas después dell suministo oral.

Disefio Tratamiento Factor a Respuesta a Evaluar
Experimental Evaluar
N=5 Inclusion 15% de

carbohidrato
ANDEVA DE Glucosa en Curva de tolerancia a la
dos vias AMC (Almidén de Maiz Plasma glucosa con peces

Crudo) alimentados con dos
p<0.05 (mg/dl)/ dietas diferentes.

Vs tiempo

REF (dietas in. Almidén). 0, 1,2,3,6, 12,
24 horas

Dosis de glucosa ( 170

mg /100 g p Himedo

\E]

Control solo agua
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II1.3.5.-Extraccion de la Glucosa
Para la prueba grupal:

Al final de cada periodo de tiempo a cada pez se le realiz6 una puncién en el costado por

arriba de la linea media para obtener la muestra de sangre (Figura 12).

La muestra de sangre fue almacenada en frio y centrifugada a °4 C, por 5 minutos a 800 g se
colecto el plasma y fue colocado en tubos Eppendorf (como se menciona previamente en el

protcolo de extraccion de glucosa en capitulo I).

Para la prueba individual:

Se tomo6 una gota de sangre con jeringa durante cada hora para medir en el glucémetro de la

marca Free-Style.
111.3.5.- Determinacion de la glucosa

Para la prueba grupal, se tomaron 20 pl de plasma y fueron diluidos en los 40ul en solucién
1sotonica para peces (515 mOsm). La cuantificacion de la glucosa se detect6 en plasma y se
realizd con un kit comercial, Bayer-Sera-Pak Plus BO1 4509-01 utilizando una curva patron.

(se menciona previamente en el protcolo de extraccion de glucosa en capitulo I).

Para los peces evaluados individualmente se realizaron las lecturas con un analizador de

glucosa Free, Style, que mide glucosa en la sangre.
I11.3.6.- Diserio experimental: Ensayo por individuo

Para determinar la curva de tolerancia individual de juveniles silvestres de E. morio se
suministro la dosis de glucosa (170 mg / 100 g peso humedo) a 3 peces de cada tratamiento y
durante 0, 2, 3,4, 5, 12 y 24 horas se realiz6 un puncidn para tomar una pequefia muestra de
sangre y medirla con el medidor de Freestyle Optimun. Se destin6 un cuarto pez como testigo.
La curva de tolerancia a la glucosa fue evaluada también cuando la dosis de glucosa fue

suministrada por medio de una inyeccion intraperitoneal.
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111.3.7.Estadistica

Los valores de la glucosa fueron transformados a logaritmo, ya que no presentaban
homogenidad de varianza. Ya como logaritmo, se verifico la homogenidad con la prueba de
Homogeneidad de Levene. La normalidad se verifico con una prueba de Shapiro-Wilk, y
después se aplico una ANDEVA de dos vias con prueba de Tukey con un valor de

significancia de p <0.05

Para glucosa y glucdgeno, de los 20 individuos elegidos al azar en los tratamientos REF y
AMC se hizo una prueba no-paramétrica Kruskal Wallis con valor de significancia de
p<0.05 La misma prueba se realiz6 en las enzimas que no presentaron homogeneidad. Se

utilizo el paquete estadistico Statgraphics version 6.0

.

Figura 11. Dosis Suministro por via oral de 170 mg de glucosa / 100 g de peso humedo del
pez. Organismos previamente. Peces anestesiados con aceite de clavo. Se utilizaron una

sonda y una jeringa para introducir la solucion, a través del esofago, hacia el estomago.
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Figura 12. Extraccion de sangre sobre la linea lateral de los peces.
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111.4.Resultados
111.4.1.Curva de tolerancia a la glucosa ensayo grupal Via Oral:
Tratamiento de Referencia

En peces del grupo experimental como en el testigo, los valores iniciales fueron bajos (37.8 £
3.1 y35 mg/dl de glucosa; respectivamente). Sin embargo por este método se registro el primer
pico de glucosa dos horas después de suministrar la glucosa (101.6 £ 83.3 y 68 mg de glucosa
.dI'!; respectivamente (p<0.05). El valor del grupo experimental fue mas alto que el testigo.
Para las siguientes horas la tendencia es a disminuir los valores de glucosa tanto en el grupo
experimental como en el testigo. Es en la medicion de las 12 h después de la dosis de glucosa
cuando se observa el pico més alto de glucosa en el grupo experimental (115.4 £ 19.7 y 46.9
mg de glucosa. dI'!) y fue significativamente mayor a la glucosa encontrada e 0 h 'y 1 h después
de suministrar la glucosa (p<0.05). El testigo presenta una tendencia a disminuir la glucosa en
las proximas mediciones. Sin embargo en la Ultima medicion en 24 h el grupo experimental
mostrd valores significativamente menores que el pico mas alto (30.1 £ 4.7 y 37.3 mg de

glucosa /dl; respectivamente) p < 0.05 (Figura 13)

—@®— Sol glucosa —@— Testigo
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Figura 13 Curva de tolerancia a la glucosa, en juveniles silvestres de E. morio, aclimatados por durante
5 semanas a una alimento de referencia, sin almidon (REF), conteniendo y con 45 % de proteina y 6
% de lipidos. Tiempos de muestreo: 0, 1, 2, 4, 6, 12 y 24 horas; n=5 experimental, un pez de testigo.

Promedio = EE. ANDEVA de dos vias (p< 0.05).
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Tratamiento almidon de maiz crudo: AMC

Los juveniles silvestres alimentados con el tratamiento que contenia almidon de maiz crudo,
presentaron el pico de glucosa mas alto en la segunda hora después de la dosis suministrada
(119.6 + 25.3 mg.dl'!). Este valor fue significativamente mas alto con respecto a la glucosa
inicial (0 y 1 h) y la medicién final (24 h). La tendencia para el grupo experimental fue a
disminuir en las siguientes horas, pero de manera similar que los juveniles alimentados con la
dieta de referencia, este grupo presentd un segundo pico de glucosa 12 horas después de la
dosis (88.75 + 61.1 y 88.6 mg. dI'!; respectivamente) este pico fue diferente a la medicién
final (24 h) (p<0.05). El grupo experimental mostré el valor més bajo (20.0 + 1.1 mg.dl"). El
testigo, mostro su valor més altos a las 6 horas de suministrar el agua, sin embargo 24 horas

después de la manipulaciéon logro obtener el valor mas bajo de la glucosa (18.12 mg.dl),

(Figura 14).
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Figura 14.Curva de tolerancia a la glucosa en juveniles silvestres de E. morio, aclimatados
durante por 5 semanas a una alimento conteniendo 15% de almidon de maiz crudo. Tiempos
de muestreo: 0, 1, 2,4, 6 12 y 24 horas. 15%.
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Al comparar los niveles de glucosa entre los juveniles alimentados con los tratamientos de
REF y AMC se encontrd que en el tiempo 0 h y 1 h no existieron diferencias significativas
entre los dos tratamientos. Sin embargo se encuentra el pico mas alto de la glucosa en el
tiempo 2 h para los dos tratamientos. Este valor de glucosa en la dieta AMC es
significativamente mas alto cuando es comparado contra el tiempo 0, 1, 24 h de el tratamiento
REF (p<0.05). La glucosa en 6 h del tratamiento REF, mostr6 mayor valor que la glucosa en

4 h de el tratamiento AMC (p<0.05), (Figura 15).
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Figura 15 Curva de tolerancia a la glucosa en juveniles silvestres de E. morio, aclimatados
durante por 5 semanas a una alimento con almidon de maiz crudo (AMC) al 15% y un
alimento de referencia, sin almidon (REF). Tiempos de muestreo: 0, 1, 2, 4, 6 12 y 24 horas.
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111.4.2.Curva de tolerancia a la glucosa ensayo individual via oral:
Tratamiento de Referencia

Los juveniles alimentados con el tratamiento de referencia y que fueron dosificados con la
glucosa mostraron valores mas altos de glucosa que el testigo al inicio de la medicion en el
tiempo 0 h (145 + 52.5 y 93 mg.dl''; respectivamente). Esta tendencia a aumentar la glucosa
del grupo experimental y a disminuir en el testigo se mantuvo, hasta que en la hora 5 se registrd
el pico de glucosa mas alto en el grupo de referencia (246 + 95.3 mg.dl'!). Durante las
proximas mediciones, la glucosa en el grupo experimental disminuy6 hasta alcanzar su valor
més bajo a las 24 horas (46.6 = 15.5 mg.dl'!). El testigo mantuvo la tendencia a disminuir los
valores durante toda la prueba (Figura 16). Las diferencias en esta prueba no fueron

significativas entre los tiempos (p>0.05)
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Figura 16.- Curva de tolerancia a la glucosa suministrada via oral en juveniles silvestres de E.
morio, aclimatados por durante 5 semanas a una alimento de referencia, sin almidon (REF)
conteniendo y con 45 % de proteina, y 6 % de lipidos y 0% de carbohidratos. Tiempos de
muestreo en intervalos de: 0 h, 1h, 2 h,3 h, 4 h, 5 hy 24 horas.
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Tratamiento con Almidon de Maiz Crudo

Los juveniles silvestres aclimatados a el tratamiento con almidon de maiz crudo mostraron el
pico de glucosa mas alto en la hora 4 después de la dosis de glucosa (324.6 = 33.6 mg .dl-1)
este valor fue significativo con respecto al tiempo 0 h (p<0.05). Después del tiempo 4 h la
glucosa tendi6 a disminuir pero las diferencias no fueron significativas en los tiempos 5 h, 12

h, 24 h con respecto al pico mas alto de la glucosa (p>0.05).

La tendencia del testigo durante todo la prueba fue a disminuir los valores de glucosa, se

registro el valor mas bajo en la medicion de 24 horas (38 mg.dl™!), (Figura 17).
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Figura 17.- Curva de tolerancia a la glucosa suministrada via oral en juveniles silvestres de E.
morio, aclimatados por durante 5 semanas a un alimento con almidon de maiz crudo (AMC)
15%, y con 45 % de proteina y 6 % de lipidos. Tiempos de muestreo: Oh , 1h, 2h, 3h, 4h, Sh'y
24 horas.
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Cuando se compararon los juveniles alimentados con dieta REF y dieta AMC, los valores
registrados fueron mas altos en los peces aclimatados a la dieta AMC (324.6 £ 33.6 y 246 +
95.3 mg.dl''; respectivamente). Los juveniles aclimatados a la dieta AMC presentaron

diferencias significativas con los juveniles alimentados con dieta REF en los tiempos O h, 1 h,

4h,5h, 12 hy24h (p<0.05), (Figura 18).
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Figura 18. Curva de tolerancia a la glucosa suministrada via oral en juveniles silvestres de E. morio, aclimatados
por 5 semanas a un tratamiento sin almidon (REF) comparado con un tratamiento con almidon AMC 15% y con
45 % de proteina y 6 % de lipidos, en intervalos de Oh, 1h, 2h, 3h, 4 h, 5h 12h y 24h. Se utilizaron 3 peces y un
testigo. ANDEVA de dos vias p<0.05.
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111.4.3.-Curva de tolerancia a la glucosa Via intraperitoneal:
Tratamiento de Referencia

En esta prueba, la glucosa registré el valor mas alto en la hora 12 después de la inyeccion (491
+ 15.5 mg.dl'"), siendo esta diferencia significativa con respecto al tiempo 0 h. El grupo de
peces alimentados con el tratamiento de referencia que recibieron la dosis via oral, se registro
el primer pico en tiempo 5 h (246 + 95.3 mg.dl™!). Sin embargo desde la medicion en tiempo
2h.3h,4h,5hy 12 h los valores de la glucosa fueron significativamente mas altos que la
hora 0 h. A la 24 h de suministrar la dosis, la glucosa disminuy6, sin embargo esta
concentracion no tuvo diferencias significativas con el tiempo inicial 0 h (p>0.05). El testigo
presento el valor més alto en tiempo 5 h (167 mg.dl™!,), manteniendo una tendencia a disminuir
hacia las proximas horas, el valor mas bajo para el testigo fue en la mediciéon de 24 h

posteriores a la inyeccion (30 mg.dl™!) (Figura 19)
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Figura 19. Curva de tolerancia a la glucosa suministrada via intraperitoneal en juveniles silvestres de E. morio,
aclimatados por 5 semanas a un tratamiento sin almidon (REF) conteniendo 45 % de proteina y 6 % de lipidos y
0% de carbohidratos. En intervalos de tiempo; Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, S5h 12h y 24h. Se utilizaron 3 peces y un testigo.
ANDEVA de dos vias p<0.05.

108



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

Tratamineto de almidon de maiz crudo: AMC

Los juveniles silvestres alimentados con el tratamiento AMC e inyectados con la dosis de
glucosa presentaron a partir del tiempo lh, un incremento en los valores siendo estos
significativamente mayores al tiempo inicial Oh (p<0.05). El pico mas alto se presentd en el
tiempo 4 h (396.33 + 82.6 mg.dl'"), después existid una tendencia a disminuir y alcanzar el
valor mas bajo en la medicion de 24 horas (22. +3 2.5 mg.dl™"). La concentracion de la glucosa

inicial 0 h, no present6 diferencias significativas con el tiempo final 24 h (p>0.05).

El testigo en esta prueba mostr el valor mas elevado en la 4 hora (281 mg.dl!), siendo menor
que el valor del grupo experimental en el mismo tiempo. Después de este pico los valores de
glucosa del testigo tuvieron una tendencia a disminuir hasta las 24 horas donde se registré un
valor mas bajo que el valor inicial para este testigo (65 mg.dl';) El la cantidad de glucosa en
los peces experimentales fue mas baja en la hora 24 h que el valor final del testigo (22.33

mg.dl'y 65 mg.dl'"), (Figura 20).
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Figura 20. Curva de tolerancia a la glucosa suministrada via intraperitoneal en juveniles silvestres de E. morio,
aclimatados por 5 semanas a un tratamiento con almidén de maiz (AMC) conteniendo 45 % de proteina y 6 %
de lipidos y 20% de carbohidratos. En intervalos de tiempo; Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, Sh 12h y 24h. Se utilizaron 3
peces y un testigo. ANDEVA de dos vias p<0.05.
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Comparando los dos tratamientos AMC y REF, se encontr6 que los valores de la glucosa
después del tiempo 2 h de la dieta AMC, fueron mas altos que el tiempo Oh en REF (p<005).
El tiempo 1 h, 2 h, y 3 h en REF fueron diferentes al tiempo 24 h de AMC. El tiempo 4 h, 5
h y 12 h de REF fueron mayores que el tiempo 24 h de AMC (p<0.05). El pico mas alto en
REF se presento6 en el tiempo 12 h sin embargo no present6 diferencias significativas con el
mismo tiempo de AMC (12 h). El pico de AMC se presentd en el tiempo 4 h (p>0.05). El
tiempo final 24 h en ambas dietas el valor de la glucosa disminuy6, pero en AMC el valor fue

menor que en REF (22.33 y 154.66 mg.dl”! p<0.05), (Figura 21)
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Figura 21.Curva de tolerancia a la glucosa suministrada via intraperitoneal en juveniles silvestres de E. morio,
aclimatados por 5 semanas un tratamiento con almidéon de maiz crudo (AMC) y un tratamiento sin almidén
(REF). En intervalos de tiempo; Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h 12h y 24h. Se utilizaron 3 peces y un testigo. ANDEVA
de dos vias p<0.05.
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En los peces que se les proporciono la dosis de glucosa via oral en el tiempo Oh presentaron
diferencias con el tiempo 5h, 12h y 24h (p<0.05). En el tiempo 2h y 3h de via oral, los peces
presentaron diferencias con los dos puntos mas altos de la curva del via intraperitoneal 5h 'y
12 h (p<0.05), y solo el pico mas alto de la curva de glucosa via oral en el tiempo Sh presento

diferencias con el tiempo Oh de la curva de glucosa por via intraperitoneal (Figura 22).
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Figura 22.Curva de tolerancia a la glucosa suministrada via oral y via intraperitoneal en juveniles silvestres de
E. morio, aclimatados por 5 semana de un tratamiento sin almidon (REF) En intervalos de tiempo; Oh, 1h, 2h,

3h, 4h, 5h 12h y 24h. Se utilizaron 3 peces y un testigo. ANDEVA de dos vias p<0.05.
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Al comparar el método via oral y via intraperitoneal, se encontrd que el tiempo inicial Oh de
método via oral, present6é diferencias con 1h,2h,3h,4h,5h y 12h de la via intraperitoneal
(p<0.05). Las mediciones mas altas en el tiempo 4h y 5h del método oral presentaron
diferencias con el tiempo Oh y 25h del método por via intraperitoneal (p<0.05), lo mismo
ocurri6 en el tiempo 12h de via oral comparado con el tiempo final de via intraperitoneal

(p<0.05) /Figura 23).
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Figura 23.Curva de tolerancia a la glucosa suministrada via oral y via intraperitoneal en juveniles silvestres de
E. morio, aclimatados por 5 semanas con un tratamiento de almidon de maiz (AMC). En intervalos de tiempo;

Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h 12h y 24h. Se utilizaron 3 peces y un testigo. ANDEVA de dos vias p<0.05.
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Tabla 18. Resumen de las curvas de tolerancia a la glucosa de E. morio en los ensayos Grupal
e Individual, en juveniles aclimatados al tratamiento REF (sin almidon) y al tratamiento AMC
(con almidonde maiz crudo), con la glucosa administrada via oral (O) y via intraperitoneal
(IP).

Tratamiento Método Observaciones
Grupal REF O Dos picos de glucosa al tiempo 2h y 12 h el mayor a las
12h (p>0.05)
T inicial Oh="T final 24 h
AMC @) Dos picos de glucosa al tiempo 2h y 12h el mayor a las
2h
T inicial Oh =T final 24 h
Individual REF O 1 pico maximo a las Sh. No hay diferencias entre los
tiempos (p>0.05).
AMC 9] 1 pico maximo a las 4h.
T inicial Oh, 1h,2h, 3h y T final 24h # pico maximo 4h
(p<0.05)
REF 1P 2 picos Shy 12h
T inicial Oh =T final 24 h (p<0.05)
AMC 1P 1 pico maximo 4 h

T inicial Oh =T final 24 h (p<0.5)

111.4.4.Metabolitos: Glucosa y Glucégeno

Fueron evaluados 10 peces de cada dieta al finalizar el periodo de aclimatacion a los dos
tratamientos (6 semanas), y antes de iniciar el experimento de suministro de glucosa. Los
juveniles silvestres de E. morio alimentados con el tratamiento de REF presentaron la
concentracion de glucosa mas bajo (37.9 + 3.9 mg.dl'!), sin embargo esta diferencia no fue
significativa. Sin embargo el glucdgeno presentd la mayor concentracion en los juveniles de

E. morio aclimatados al tratamiento AMC (137.2+14.5 mg.g!) (Tabla 19).
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Tabla 19. Glucégeno (mg.g") y Glucosa (mg.dl™!) en juveniles de E. morio aclimatados por
6 semanas a tratamientos sin almidon (REF) y al tratamiento con almidon (AMC). Las dietas

contenian 45% proteina, 6% de lipidos y 15 % de carbohidratos.

AMC REF
Glucogeno (mg.g™h), 137.2 £14.5% 87.4 + 14.5°
Glucosa (mg.dl™), 51.7+4.1% 379 +£3.9%

Kruskal Wallis (p<0.05) + E.S. n=10

Se evaluo la actividad enzimatica de las enzimas que regulan el metabolismo intermediario en
el higado de peces, como se muestra en la tabla la HK-I, la GDH fueron mayores en los
juveniles alimentados con AMC, pero estas diferencias no fueron significativas. La GK
mostré la misma actividad en los dos tratamientos, sin embargo la PK fue mayor en el
tratamiento AMC (p<0.05). En cuanto a la FBPasa la enzima involucrada en Ia
gluconeogénesis la mayor actividad se present6 en el tratamiento REF siendo esta diferencia

significativa. La G6P-DH no mostro6 diferencias entre los dos tratamientos (Tabla 20).

Tabla 20.Enzimas que regulan el metabolismo intermediario, evaluadas en juveniles
silvestres aclimatados a un tratamiento con Almidoén de Maiz Crudo (AMC) y un tratamiento
sin almidon (REF). La actividad enzimatica especifica es expresada en U.mg™! de proteina.
Las dietas presentan 45% de proteinas, 6% de lipidos y 15 % de carbohidratos o talco en el

tratamiento REF.

N=10 AMC REF
(15% (0% carbohidratos)
carbohidratos)

Hexocinasa - 1 0.4=+£0.04% 0.3£0.04*
Hexocinasa - I1 0.1+02¢% 0.1+ 0.2%
Glucosa deshidrogenasa 04+0.1% 0.3+0.1%
Glucocinasa 0.1+0.03¢2 0.1+0.032
Fructosa 1,6-bifosfatasa 98+05" 11.5+£0.52
6-Fosfoguconato deshidrogenasa 20.6+33%2 2594+3.1°2
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 30.8+4.0? 30.5+4.0°%
Piruvato Cinasa 75+09b 3.7409 2

Promedio £ES. Prueba de Kruskal-Wallis P< 0.05
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I11.5.Discusion
111.5.1.Tolerancia de E. morio a la glucosa dietética

El término de tolerancia a la glucosa se refiere a la capacidad de un organismo por retornar a
su condicidon basal después de haber asimilado una carga de concentracion de glucosa, de
manera oral, venosa o intraperitoneal (Moon, 2000). Cuando el organismo no es capaz de
retornar a esta condicion basal en las primeras horas (1h y 2 h), y la hiperglucemia se prolonga
durante mas tiempo, el organismo es considerado intolerante a la glucosa. Dentro de los
diferentes ensayos propuestos en este trabajo, independientemente del método (oral o
intraperitoneal) y dieta a la que fueron aclimatados los juveniles de E. morio, los peces fueron
incapaces de retornar a su estado basal de glucosa después de ser suministrada la
concentracion de glucosa (170 mg.100 g peso himedo™'), por lo que se considera que E. morio
es una especie que presenta intolerancia a la glucosa. Al respecto existen diversos trabajos
para determinar la utilizacion de la glucosa a partir de la evaluacion de la curva de tolerancia
en diferentes especies. En general, se conoce que los peces presentan un nivel de tolerancia a
la glucosa que varia entre especies dependiendo principalmente de sus habitos alimenticios
(Furuichi y Yone, 1981; Harmon et al., 1991; Garcia-Riera y Hemre, 1996). Por ejemplo,
Furuichi y Yone (1981) determinaron que la tolerancia a la glucosa fue baja en el Seriola
lalandi seguido del Pagellus bogaraveo ,y finalmente Cyprinus carpio . Este comportamiento
sugiere que a diferencia de los mamiferos, los peces presentan niveles de glucosa en plasma
mas elevados después de recibir una dosis concentrada de glucosa, asi como un lento retorno

a los niveles basales de glucosa (Peres et al. 1999).
1I1.5.2.Glucosa como indicador de estrés en peces
Curva de tolerancia a la glucosa grupal

Meétodo Via oral

Durante los ensayos de peces alimentados con los tratamientos REF y AMC, los peces solo
fueron anestesiados en el momento de administrar la dosis de glucosa y después colocados en

sus tanques a esperar el tiempo para ser evaluados.
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De esta forma los peces después de la administracion de glucosa via oral, salieron de la
anestesia, y fueron colocados en sus tanques en donde tuvieron un mayor nimero de eventos
que lograron generar la pérdida de la glucosa administrada via oral. Tales factores fueron la
pérdida de la glucosa por regurgitacion, el estrés generado por la manipulacion, lo cual podria
explicar el comportamiento del testigo (con agua) en el cual se presentd un ascenso de los
valores de glucosa durante las primeras horas de ser administrada la glucosa. Al respecto, se
conoce que los procedimientos experimentales que incluyen la manipulacion y la toma de la
muestra en peces inducen a un estrés primario en estos animales (Mazeaud et al., 1977). En
la prueba realizada aqui, el valor de glucosa alto en las primeras horas estaria relacionado,
como se ha mencionado anteriormente, como una respuesta al estrés por la manipulacion.
Considerando al estrés como una variable que podria meter ruido en los resultados y
enmascarar el verdadero efecto de la tolerancia de la glucosa. Los primeros estudios que
abordaron el tema del comportamiento de la glucosa en peces, mencionan que los teledsteos
son peces muy sensibles a presentar hiperglucemia a causa del estrés. Los autores sugieren
que se debe considerar la eleccion de métodos que disminuyan el estrés durante los ensayos
experimentales (métodos de captura, transporte, niveles de oxigeno y manipulacion) (Chavin

y Young 1969).
111.5.3Adaptacion a la dieta con carbohidratos

Durante los dos ensayos; con el tratamiento REF y el tratamiento AMC, fue posible encontrar
dos picos maximos de glucosa por arriba de los valores del testigo, y ademas en el tiempo
final 24h, lograron retornar a valores bajos, donde el tiempo inicial Oh no present6 diferencias

significativas al tiempo 24h (p>0.05) para los dos ensayos (Figuras 14 y 15).

Cuando son comparados los resultados de ambos ensayos, es decir, los juveniles aclimatados
a los alimentos AMC y REF, en esta prueba grupal (Figura 9), se observa un comportamiento
similar entre los dos grupos de peces, 2 picos de valores maximos en tiempo 2h y 12h. Aunque
no existen diferencias significativas en los picos maximos entre los dos tratamientos, el
primero pico de los juveniles alimentados con AMC es mas alto que el primer pico de los
juveniles alimentados con REF. Sin embargo, para el segundo pico, en el tratamiento AMC

logra descender muy por debajo de su primer pico (119.7 y 88.7 mg.dl™!), a diferencia del
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segundo pico del tratamiento REF que llega a ser mas elevado que el primer pico al tiempo
2h (101.6 y 115 mg.dl'!). Este comportamiento podria indicar que los juveniles aclimatados a
al tratamiento AMC inicialmente presentaron un pico elevado, pero fueron capaces de
estabilizar los niveles de glucosa, logrando su retorno en el tiempo final 24h, siendo mas bajo
aun que los valores de la curva de los juveniles alimentados con REF (30.2 y 20.1 mg.dl™!).
Se ha reportado que los peces alimentados con los tratamientos que contienen carbohidratos
pueden mantener adaptaciéon a estas alimentos manteniendo una homeostasis en la
concentracion de glucosa en plasma y destinando el exceso de glucosa a la produccion de
lipidos (Harmon et al., 1991). Esta condicion de adaptacion a los carbohidratos es debido a
que la produccién de insulina es estimulada por la glucosa administrada. En diferentes peces
se ha observado que el nivel de insulina circulatoria se incrementa en el plasma con la carga
de glucosa proporcionada a los peces (Furuichi y Yone, 1981, Mazur ef al., 1992 y Blasco et
al., 2001). Polakof y Panserat (2015), mencionan diversos trabajos realizados sobre la
tolerancia a la glucosa en peces carnivoros; estos autores mencionan los trabajos realizados

por Capilla et al (2013) sobre la capacidad endodcrina de los peces para producir insulina.
Curva de tolerancia a la glucosa (prueba individual)

Durante el desarrollo de este experimento se obtuvo un mayor control del estrés generado por

el manejo, ya que los peces se mantuvieron en tinas individuales y anestesiados todo el tiempo.
Método via oral

En esta prueba, los juveniles alimentados con el tratamiento REF presentaron un pico maximo
de glucosa al tiempo Sh. Estos peces desde el inicio de la prueba en el tiempo Oh presentaron
valores de glucosa elevados (145.0 mg.dl™"). Al administrar la dosis de glucosa, los valores se
elevaron hasta alcanzar el pico maximo en el tiempo 5h (24 mg.dl!). Después, los valores
descendieron muy lentamente, y en el tiempo final (24h) los valores de glucosa aun se
encontraron elevados (229. 2 mg.dl™"). Estos resultados indican que los peces alimentados con
el tratamiento REF mantuvieron un estado hiperglucémico prolongado durante toda la prueba

y fueron incapaces de retornar a su estado basal (Figura 17).
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Los juveniles alimentados con el tratamiento AMC presentaron de inicio valores de glucosa
bajos (65.6 mg.dl"!, Figura 10), y lograron su pico maximo en el tiempo 4h (324.7 mg.dl'!), a
diferencia de los juveniles alimentados con el tratamiento REF (Figura 18). En este ensayo,
los niveles de glucosa, a pesar de alcanzar valores mas elevados, lograron disminuir
gradualmente hasta el tiempo final 24h (105.4 mg.dl™"). Aunque la medicion final no mostro
diferencias significativas con respecto al tiempo Oh, es posible sugerir que los juveniles
alimentados con el tratamiento AMC presentaron una mejor tolerancia a la carga de glucosa

proporcionada, asociada a un efecto de adaptacion a los carbohidratos (Figura 19).
Método via intraperitoneal

Los valores de glucosa en plasma los juveniles que fueron inyectados via intraperitoneal
fueron mas altos que los observados al suministrar la glucosa por via oral. En el tratamiento
REF el valor maximo se encontrd en el tiempo 5h (486.6 mg.dl') (Figura, 20). Para los
juveniles alimentados con AMC, el pico maximo se present6 en el tiempo 4h (396.3 mg.dl™!)
(Figura 21) y la tendencia con el tiempo fue a disminuir hasta lograr su valor mas bajo a las
24h (22.3 mg.dl"). Este nivel de glucosa fue menor que el de los peces alimentados con
tratamiento REF (p<0.05). Una vez mas se pudo comprobar que E. morio, adaptado a una
dieta que contiene carbohidratos, puede tolerar mas la carga de glucosa (Figura 21). Aunque
en los dos tratamientos la tendencia a disminuir fue marcada, la hiperglucemia fue mas
prolongada en la curva de los juveniles alimentados con REF, incluso el valor de la glucosa
en el tiempo final 24h no retornd a sus valores iniciales, siendo significativamente mayor al

el tiempo final 24h que al inicial Oh (p<0.05) (Figura 22).

Los tratamientos de los juveniles alimentados con AMC, y con el método de administracién

de la glucosa via intraperitoneal, es la que mostrd la mejor la curva de tolerancia a la glucosa.
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111.5.4.Comparacion de la curva de tolerancia a la glucosa de E. morio con otras especies.

Se ha reportado que existen diferencias importantes en la tolerancia a la glucosa entre especies
de diferentes habitos alimenticios. Por ejemplo, la carpa presenta mas tolerancia a la glucosa,
mostrando un pico méaximo préximo a la primera hora, y una rapida recuperacion de los
niveles basales dentro de las primeras 5 horas, después de haber sido suministrada la dosis de

glucosa (Hertz et al., 1989).

En especies omnivoras y carnivoras, el pico es mas alto se presenta posterior a la primera,
como resultado de la baja asimilacion de la glucosa y la recuperacion de los valores basales
tarda aproximadamente 72 h. Asi ha sido reportado para especies como Sparus aurata, que
presenta su pico mas alto entre las 1-3 horas después de la inyeccion intraperitoneal, y

Dicentrarchus labrax que lo presenta entre 3 - 6 horas después (Peres y Gonclaves, 1999).

En la Perca fluviatilis, que es un pez omnivoro, presenta el pico més alto en la primera hora
después de ser inyectada la glucosa, lo que demostro la facilidad de asimilar la glucosa desde
la cavidad peritoneal. Este pez presenta una capacidad de asimilar la glucosa, tipica de los
omnivoros como la carpa comun, que regresa a sus valores basales de 4 a 5 horas después de

la inyeccion (Stone y Allan 2003).

El E. morio, en el ensayo donde estuvieron anestesiados, mostrd en la prueba individual el
pico maximo en el tiempo Sh para los peces alimentados con el tratamiento REF, y a las 4h
para los alimentados con el tratamiento AMC, y por el método intraperitoneal, el pico se
presentd entre 5-12 h en los peces alimentados con el tratamiento REF y en el tiempo 5 h en
los alimentados con el tratamiento AMC. De acuerdo a estos resultados, E. morio presenta
una curva de tolerancia a la glucosa similar a la de especies carnivoras como S. aurata 'y D.

labrax.
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Via oral y via intraperitoneal

La habilidad de un organismo para asimilar la glucosa es absolutamente dependiente del
transporte activo. La ruta de asimilacion de la glucosa via intraperitoneal y la glucosa oral, es
diferente. La glucosa inyectada en el peritoneo no ha sido asimilada como parte del proceso

del transporte activo, a través del epitelio celular del aparato digestivo.

La glucosa introducida via oral aun tiene que ser transportada hacia el plasma donde sera
enviada a varias rutas; podria ser almacenada en forma de glucégeno, o incorporada como
grasa o proteina (Champe y Harvey 1994), y ademas puede ser excretada por las branquias

(Hemre y Kahrs 1997).

Otra via del exceso de glucosa es la excrecion renal por la orina (glicosuria). La glicosuria ha
sido reportada para peces carnivoros (Furuichi et al., 1986). Los indices de glucosa observada
en especies herbivoras como la carpa manifiestan su condicion apta para utilizar la glucosa,
ya que entre las 4 a 8 horas después de haberse suministrado la glucosa, recuperan sus valores

basales.

E. morio mostro6 en la prueba individual una capacidad limitada para absorber la glucosa, en
ambos procesos experimentales. Cuando la glucosa fue suministrada via oral y via
intraperitoneal, los valores maximos se encontraron en el tiempo 4h y 5h (Figuras 16 y 17),
muy similar a los valores obtenidos para los carnivoros Sparus aurata y Dicentraxtus labrax.
Sin embargo, para E. morio fue posible encontrar una rapida recuperacion de los valores
basales dentro de las 24 horas, a diferencia de los carnivoros Sparus aurata y Dicentraxtus

labrax los cuales presentaron su recuperacion después de 72 horas (Peres H. y Gonclaves

1999).
1I1.5.5.Enzimas que regulan el metabolismo intermediario.

Al comparar los resultados obtenidos con los tratamientos REF y AMC, se observé que con
la inclusion de AMC al 15 % en el alimento, hubo cambios significativos en enzimas clave
como la PK, que mostré una actividad casi del doble de aquella observada en los juveniles
alimentados con los tratamientos REF (7.5 y 3.7 U. mg proteina "',) (Tabla 20). Esta enzima
es un indicador de que la glucosa dietética logro ser fosforilada e incorporada a la via de la

120



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

glucolisis para la obtencion de energia, y se encontrd una menor actividad de la FBPasa en los
peces del tratamiento AMC, indicando una menor actividad en la via gluconeogénica, y con
ello un quizas un menor uso de proteina como sustrato energético. Aunque no existieron
diferencias significativas en las enzimas que regulan la via PPP, la 6PG-DH y G6P-DH, fue
posible ver una tendencia a tener mayor actividad en los juveniles alimentados con el
tratamiento AMC. Esta mayor actividad en enzimas reguladoras del metabolismo
intermediario como la PK, 6PG-DH y G6P-DH podrian explicar el aumento de glucosa 6-
fosfato disponible para acumular reservas energéticas por medio de la lipogénesis y la
gluconeogénesis. Una evidencia que apoya este resultado es la mayor cantidad de glucogeno
encontrada en los juveniles alimentados con AMC (137 mg.g!; p<0.05). En cuanto a la
glucosa, los valores no fueron diferentes entre los dos tratamientos, E. morio logro regular la

glucosa y presentar un estado dptimo con los dos tratamientos (Tabla 20).

Se han realizado diferentes estudios para determinar la actividad de enzimas reguladoras en
el metabolismo intermediario en especies tales como S. salar (Hemre y Hansen, 1998), S.
aurata (Fernandez et al., 2006, Panserat et al., 2008), D. labrax ( Henes y Perés, 2011). Estas
especies, al ser sometidas a periodos de aclimatacién a dietas con carbohidratos, tuvieron un
incremento de enzimas reguladores de la glucdlisis y de la lipogénesis, y una disminucion en

enzimas que intervienen en el catabolismo de proteinas.
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II1.6.-Conclusiones

1.E morio es un carnivoro que presenta baja tolerancia a la glucosa: presentd sus picos de
glucosa mas altos después de las 2 horas de ser suministrada la glucosa, sin embargo fue capaz
de recuperar los niveles de glucosa iniciales a las 24 horas de ser suministrada la glucosa, lo
que demuestra que E. morio es un pez que tiene los mecanismos reguladores que le permiten
asimilar la glucosa dietética y bajar los niveles de glucosa en sangre en un tiempo menor que
otras especies de carnivoros como S. aurata y D. labrax, que presentan un nivel de

compensacion de glucosa de 72 h.

2. En la prueba individual, E. morio mostr6 una capacidad limitada para absorber la glucosa
en ambas condiciones experimentales (glucosa suministrada por via oral y via intraperitoneal)
donde los valores maximos se encontraron entre las 4h y Sh (Figuras 23 y 24) ,de manera muy

similar a los carnivoros Sparus aurata y Dicentraxtus labrax.

3. El mejor método para obtener una curva de tolerancia a la glucosa, que permite observar el
proceso fisiologico de homeostasis de la glucosa, fue el método donde la glucosa fue
sumistrada por via intraperitoneal y cuando los peces se mantuvieron anestesiados durante el
tiempo que durd el experimento, de esta forma se evitd la pérdida de glucosa por las branquias
(regurgitacion) que afecto en la prueba cuando la glucosa fue suministrada via oral. Ademas,
los peces, al encontrarse anestesiados, no presentaron tanto estrés por la manipulacion, que

pudiera alterar las mediciones de glucosa.

4. Los peces que fueron alimentados con el tratamiento AMC presentaron una mejor tolerancia
a la glucosa que los peces alimentados con el tratamiento REF, que en la prueba donde se
suministrd glucosa por via oral, permanecieron hiperglucémicos durante todo el experimento,
mientras que aquellos alimentados con el tratamiento AMC donde los niveles de glucosa, a
pesar de alcanzar valores mas elevados, lograron disminuir gradualmente hasta el tiempo final
24h (105 mg.dl'). Aunque la medicion final no mostré diferencias significativas con respecto
al tiempo Oh, es posible sugerir que los juveniles alimentados con el tratamiento AMC
tuvieron una mejor tolerancia a la carga de glucosa proporcionada, asociada a un efecto de

adaptacion a los carbohidratos.
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5. La glucosa en plasma no mostré diferencias entre los tratamientos AMC y REF. La PK
mostré mayor valor en los juveniles alimentados con el tratamiento AMC, demostrando que
la ruta glucolitica se logré activar ; al contrario en los juveniles alimentados con el tratamiento
REF, la ruta activa fue la gluconeogenica por lo que los valores de actividad de la FBPasa
fueron los mayores en estos peces. Esto demostro la capacidad del mero rojo de mantener la

homeostasis en la regulacion de la glucosa.
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Capitulo IV
Utilizacion digestiva de almidones de acuerdo a su origen botanico (maiz, trigo o
papa) y procesamiento (waxy o gelatinizado) en juveniles silvestres de E. morio.

IV.1.Introduccion

En el capitulo II de este trabajo se mencionaron las principales propiedades fisicoquimicas
dependiento su fuente botanica (papa, trigo y maiz) de los almidones. Se menciono que la
microestructura dentro del granulo esta generada por la presencia de poros en la superficie de
los granulos y la porporcion de amilosa:amilopectina que les confieren caracteristicas

particulares en tamafio y forma a los granulos, que varia segun el origen botanico.

Dependiendo de esta naturaleza, el almidon presentara diferencias en la disponibilidad de
enlaces -1, 4glucosidicos para la accion de las carbohidrasas y con ello se reflejara en la

cantidad de glucosa disponible para activar las rutas glucoliticas.

En el presente capitulo, se estudiara el efecto de almidones gelatinizados y el efecto de
almidon modificado waxy, con mayor cantidad de amilopectina y su infuelciencia en la
digestion de las carbohidrasas y sobre la actividad de las enzimas del metabolsimo

intermediario.

IV.1.1.Procesamiento hidrotérmico en los almidones.
QGelatinizacion

La gelatinizacion es un proceso de hidratacion de los granulos de almidon, como estos son
insolubles a temperatura ambiente, es necesario un aumento en la temperatura para lograr la
hidratacion del granulo.En la gelatinizacion cambio fisicoquimico ya que hay un cambio en
la estrucutura molecular de las amilosa y la amilopectina. De un estrucutra semicirstalina

pasan auna estructura amorfa.
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El proceso de gelatinizacidn se ha dividido en tres fases:

1) Difusion del agua al interior del granulo y esta absorcion origina el rompimiento
de los puentes de hidrogeno quedando libre los grupos hidroxilos de las moléculas
del almidon que interaccionan con la molécula del agua

11) Las moléculas de la amilosa de difunden al medio acuoso logrando una mayor
movilidad dentro del granulo esta difusion de la molecula es reversible (Tester y
Debon 2000; citado por Tovar B. 2008).

i) Cuando el calentamiento es continuo se desintegran las zonas cristalinas, ahora si
el proceso es irreversible por la disociacion de las dobles hélices propias de la
region cristalina que esta formada por la molécula de amilopectina (Lai y Kokini,
1991; citado por Tovar B., 2008). Fuera de los granulos la amilosa forma una malla

que le confiere la estrutura de gel al almidon.

Durante la discusion del capitulo II de este trabajo se abordo que el porcentaje de

amilosa:amilopectina, puede influir en el grado de gelatinizacién de un almidon.

Los almidones con un mayor porcentaje de amilosa presentara un menor grado de
gelainizacion y con ello se ha reportado un IG menor (), al contrario con los almidones
con mayor cantidad de amilopectina, presentan un grado de gelatinizacion mayor y con
esto un IG mas alto. La cuestion en el presente trabajo es evaluar el efecto de almidones
con diferentes proporciones de amilosa:amilopectina, por lo que se eligio un almidon de
maiz waxy modificado conteniendo 99% de amilopectina y solo 1% de amilosa, estos
almidones presentan una mayor cantidad de enlaces glucosidicos que pueden generar una

mayor actividad hidrolitica.
IV.1.2.Almidones modificados

El almidén modificado es un almidon que ha sido sometido a procedimientos fisicos,
quimicos o enzimaticos con el objetivo de modificar sus propiedades fisicoquimicas. El
almidon modificado tiene practicamente las mismas aplicaciones que el almidon normal
pero algunas caracteristicas mejoran y por eso es unaditivo alimentario muy utilizado,

sobre todo como espesante, aglutinante, emulgente y estabilizador.
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Los almidones nativos de diferentes fuentes botanicas, como maiz, papa, trigo, arroz, han
sido ampliamente estudiados en relacion a su estructura y propiedades fisicoquimicas. Sin
embargo, presentan algunas limitaciones como baja resistencia térmica, descomposicion
térmica y alta tendencia a retrogradar, por lo que no son adecuados para el uso en
alimentos. Por tal razén, las modificaciones estructurales, por métodos fisicos, quimicos
y/o enzimaticos, son muy utilizados para obtener las propiedades deseadas para su

utilizacion (Singh, y col., 2007).

La modificacién del almidén, involucra la alteracion de las caracteristicas fisicas y
quimicas del almidon nativo, con el fin de desarrollar caracteristicas deseables para
aplicaciones especificas. Se consigue, generalmente, mediante modificaciones quimicas,
a través de reacciones de derivatizacion, tales como eterificacion, esterificacion,
reticulacion, descomposicion (hidrdlisis dcida o enzimatica y oxidacion del almidon) o

tratamientos fisicos, utilizando calor o humedad (Singh y col., 2007).

Las reacciones por conversion son acompafnadas por la interrupcion de la estructura
cristalina de los polimeros del almidon y de su reduccion a moléculas mas pequeiias,
dentro de estas, se encuentra la hidrolisis acida (Hoover, 2001). La hidrolisis acida,
interrumpe la estructura del almidon, resultando en cambios a las propiedades funcionales

(Wang y Copeland, 2012).

Otro tipo de modificacion quimica es mediante reacciones de sustitucion (estabilizacion),
que tienen el objetivo de prevenir la retrogradacion del almidén, las cuales incluyen a los

almidones fosfatados y succinatados (Robles, 2014)

Para obtener almidon modificado se parte de almidon nativo y se somete a uno o varios
procedimientos fisicos, quimicos o enzimaticos. No todos los almidones nativos son
iguales, su composicion puede variar en funcioén de la especie vegetal de procedencia y

con ella sus propiedades funcionales, por ejemplo la temperatura de gelificacion.

En el presente trabajo se estudia el efecto de un almidon modificado Waxy con 99% de

amilopectina para evaluar su digestion y asimilacion por E. morio.
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1V.1.3.Metabolismo intermediario en peces

En peces la maquinaria metabolica es muy similar a la de los mamiferos: Las diferencias
funcionales radican en la respuesta del organismo y su demanda metabolica a cambios bidticos
y abidticos, tales como el control de la temperatura, la osmoregulacion, y la oxiregulacion,
son ejemplos donde al energia juega un papel muy importante en las demandas metabdlicas,
debido a que los peces estdn manteniendo constantemente el equilibrio interno con su entorno
(Somero, 1997). Por otra parte, los peces, al vivir en el agua, presentan una ventaja importante
ya que los desechos nitrogenados son excretados en forma de amonio, lo que le permite tener
un mecanismo mas simple y de ahorro energético, gracias a esta adaptacion fisioldgica

(Prosser L., 1978).

El metabolismo intermediario es la suma de todas las reacciones enzimaticas que se
encuentran intercambiando materia y energia entre la célula y su entorno. Sus principales
funciones son: la obtencion de energia quimica de las moléculas combustibles, la conversion
de los nutrientes en sillares de construcciéon o precursores de los componentes de los
macronutrientes de la célula, el ensamblaje de estos materiales para formar proteinas, acidos
nucleicos, lipidos y otros componentes celulares, y la formacion y degradacion de las

biomoléculas necesarias para las funciones especializadas de las células (Lehninger, 1997).

El metabolismo intermediario comprende multiples reacciones de gran complejidad; en este
trabajo se estudiaron rutas metabolicas especificas, a través de enzimas clave para comprender
el balance en la homeostasis de la glucosa generada por via endégena y su relacion con la
produccion de glucosa dietética, por medio de la actividad de enzimas como la Glucocinasa
(GK EC 2.7.1.2), Hexocinasa [ y I (HK-I EC 2.7.1.1), la Piruvato cinasa (PK EC 2.7.1.40),
involucradas en la glucolisis, asi como la Fructosa 1-6 bifosfatasa (FBPasa EC 3.1.3.11) en la
gluconeogénesis, la Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH EC 1.1.1.49) y la 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PG-DH 1.1.1.44), involucradas estas ultimas en la via de la
pentosa fosfato, y la actividad de la Alanino amino transferasa (ALAT 2.6.12) y Aspartato
aminotransferasa (ASAT EC 2.6.11) en el catabolismo de proteinas en los juveniles de mero
rojo aclimatados a diferentes fuentes de carbohidratos.

Estas enzimas representan, puntos de control clave en los cuales es posible estimar sefiales
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metabolicas sensibles a cambios en las condiciones dietéticas. Newsholme y Crabtree (1986)
realizaron estudios comparativos sobre metabolismo intermediario, concluyendo que la
actividad maxima de estas enzimas establece la capacidad maxima de flujo a través de las vias

en las que participan, por lo que las convierte en importantes indicadores metabdlicos.

Glucasein the blood
(o

Figura 24. Esquema de los tejidos que presentan sensores de GK y mantienen la homeostasis
de la glucosa. Fuente: extraido de Gomis R.,et al., (2000).

1V.1.4.Glucolisis

Como se ha mencionado anteriormente, una de las limitaciones en la utilizacién de los
carbohidratos dietéticos en peces es la capacidad de fosforilar a la glucosa. Una vez que ha
entrado este nutriente a la célula, se encuentra disponible como sustrato energético en el
momento de ser fosforilada por las hexocinasas. Las hexocinasas catalizan la primera reaccion
de la glucdlisis, convirtiendo a la glucosa en glucosa-6-fosfato (Wilson 1995 y 2003; Cardenas
et al., 1998). En los vertebrados han sido identificadas 4 hexocinasas: I, I, Il y IV (Wilson
1995). La hexocinasa IV es conocida como glucocinasa (GK) y difiere de las I, I y III por su

baja afinidad por la glucosa (Cowey et al, 1981, Panserat ef al., 2000).
Glucocinasa (GK 6 HK-IV)

Es una enzima fosforilante en la que, a diferencia de otras hexocinasas (I-I1I), el tinico sustrato
fisiologico relevante es la glucosa. Es una enzima con 50 kD con tres isoformas, GK-I, GK-
L1 y GK-La, y estd compuesta por 458 a 466 aminoacidos (Veiga-da-Cunha M., 1996). Tiene
dos sustratos: la glucosa, y la forma adenosintriofosfato (ATP) Mg ATP2. La GK posee una
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actividad catalitica de 60-90 s, y una baja afinidad por la glucosa (Km 5mM) (Davies et al.,
1999; Bell et al., 2004) La GK se expresa en células productoras de insulina, en células
productoras de glucagon, hepatocitos, enterocitos e hipotdlamo, y en conjunto estos tejidos
forman una red de homeostasis de glucosa generada por la GK. De todas las isoformas, la que

se expresa en el higado es la GK-L; y GK-L>. (Cuesta, 20014)

lH\potaIamo

GKI

Insulina

GK- L‘
GK-L,
GK-I l
/ g, ‘ GK
; Pancreas
Almidén
Lactosa
Sucrosa
Glucosa

Glucosa

Figura 25 Tejidos que presentan sensores de GK y mantienen a homeostasis de la glucosa.

Tomado de (Gomis R..ef al., 2000)

La GK no esté regulada por sus metabolitos (glucosa 6-fosfato) o cofactores (Pi). La GK es
activada por compuestos sulfidrilos, como el glutation (en concentraciones fisiologicas como
2-6 mM) y es inhibida por el 4cido graso palmitol-CoA, e inhibida por competividad con la
glucosa por una proteina reguladora (GKRP) (Van Schaftingen et al., 1997).

La GK cataliza la transferencia de un fosfato desde la ATP a la glucosa para dar lugar a
glucosa-6-fosfato en la reaccion inicial de la glucdlisis, controlando la entrada de la glucosa a
la ruta glucolitica. La entrada de la glucosa aesta via estimula la secrecion de insulina, de
manera que la GK es un sensor de la concentracion de la glucosa en sangre, que activa a las
células pancreaticas para producir insulina y glucagén, este tultimo, regulador del

almacenamiento de glucogeno en el higado (Vionnet ef al., 1992).

129



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

Glucosa

Transportador
da glucosa
(GLUT-2)
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Figura 26. Transporte facilitado de la glucosa al interior de la célula por (GLUT-2), y
fosforilacion de la glucosa por la GK, para incorporar a la via de la glucdlisis. Mecanismo

regulador de la insulina (Cuesta A., 2004).
Hexocinasas I, Il y IT1

Las hexocinasas I, II y III presentan alta afinidad por la hexosas (Km 0.1 mM) y su reaccion
esta regulada por la aparicion de su producto, la G6P; ademas, estas tres enzimas son de mayor
tamafio que la GK (100 kDa). La actividad de la hexocinasas I, I1 Y III puede ser detectada en
el rifion, el cerebro, los linfocitos y bazo. Las investigaciones filogenéticas sugieren que los
100 KDa de las hexocinasas I, II y III, surgieron evolutivamente por la duplicacion de una
hexocinasa ancestral que contenia 50 KDa (Colowick, 1973). Asi surgieron las primeras
hexocinasas que presentaban dos dominios N-terminales y la glucocinasa (GK) perdi6 un
dominio N- terminal (Irwin D., 2008). Este estudio demostré que el ancestro de todas las
hexocinasas de vertebrados contenia dos dominios y que la glucocinasa perdié el dominio N-
terminal. Este estudio también demostré que la HK-I y la HK-II perdieron la actividad de

dominio N-terminal (Irwin D., 2008).
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Piruvato cinasa (PK)

Esta enzima cataliza la formacion de fosfoenolpiruvato a piruvato y ATP. La PK presenta
reguladores alostéricos como Mg+ y K+ para su activacion. La reaccion de la PK constituye
el tercer punto de control de la glucolisis. La PK se encuentra en la mayoria de los organismos,
la PK estd conformada por una o mas subunidades y muchas de estas tienen una regulacion
alostérica y pueden requerir de cationes monovalentes para su actividad. La PK puede
presentar 4 isoformas, la isoforma LPK es la que se encuentra en el higado (Walton y Cowey,

1981).
1V.1.5.Gluconeogénesis:
Fructosal-6-bifosfatasa (FBPasa):

Esta enzima se ve involucrada en la gluconeogénesis, que es la via responsable de generar
glucosa de novo, a partir de precursores como lactato, aminoacidos, glicerol y fructosa. Los
altos requerimientos de proteina en los peces proveen de la cantidad adecuada de sustratos
para la obtencion de energia. La FBPasa cataliza la reaccion que convierte la fructosal-6-

bifosfato a frustosal-6-fosfato (Walton y Cowey, 1981).

1V.1.6.Via Pentosas Fosfato:
G6P-DH y 6PG-DH

Estas enzimas pertenecen a la fase oxidativa de la via de las pentosas fosfato; la G6P-DH
utiliza a la glucosa-6—fosfato como sustrato para hidrolizar la reaccion y dar como producto

la liberacion de un NADPH y fosfoglucolactona .

La 6PG-DH es una enzima que descarboxila a 6-fosfogluconato originando ribulosa 5-fosfato,

y con ello termina la parte oxidativa de la via de pentosa fosfato, (Walton y Cowey, 1981).
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1V.1.7.Catabolismo de proteinas
ALAT

La Alanino amino transferasa en una enzima que transfiere el grupo amino de la Alanina a un

a-ceto-glutarato para dar origen a glutamato y piruvato.

ASAT

Es una enzima aminotransferasa que se encuentra en varios tejidos del organismo de los
mamiferos, especialmente en el corazon, el higado y el tejido muscular. Esta enzima también
puede actuar sobre la L-tirosina, L-fenilalanina y L-triptéfano. Esta actividad puede ser

formada desde la enzima aminoacido aromatico transaminasa mediante proteolisis controlada.

Los peces son capaces de sintetizar carbohidratos a partir de vias como el catabolismo de
proteinas y la gluconeogénesis, por lo que estos nutrientes son considerados no esenciales para

este grupo de vertebrados (Guillaume, 2002).

Diversos autores (Wilson, 1994; Krogdahl, et al., 2005), mencionan que el requerimiento
nutricional de los carbohidratos en peces es muy bajo o casi nulo. Estos organismos podrian
ingerir los carbohidratos de ciertos alimentos que consumen y que estan presentes en los
tejidos de las presas, como el glucogeno. Sin embargo, otros trabajos han demostrado que el
nivel Optimo de carbohidratos varia entre especies. Asi mismo, se ha encontrado una relacion
en cuanto a la utilizacion relativa de los carbohidratos y la complejidad del tipo de azucar

presente en los alimentos (Wilson, 1994).

Los peces son capaces de utilizar carbohidratos complejos, pero su digestion y absorcion es
lenta, a diferencia de los aztcares simples que son absorbidos rapidamente. Sin embargo, la
absorcion de azucares también estd relacionada con la cantidad de a-amilasa presente en el
tracto digestivo, de manera que especies omnivoras presentan mayor actividad de la a-amilasa

que los peces carnivoros (Wilson, 1994).
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Los requerimientos de carbohidratos para los peces son bajos. Sin embargo, en la actualidad,
los carbohidratos son una fuente importante de suministro de energia y esto los hace
ingredientes importantes dentro de los alimentos para organismos acuaticos, debido ademas,

a su bajo costo (Krogdahl, et al., 2005).
IV.2.Hipotesis

E. morio en el medio natural presenta actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa en
intestino y ciegos piloricos (Castillo 2011). Al alimentar a E. morio con almidones
modificados con mayor porcentaje de amilopectina y gelatinizados, se espera una mayor
diponibilidad de enlaces o-D-(1-4)-glucosidicos que permitira una mayor accion de las
carbohidrasas para aumentar la concentracion de glucosa circulante en plasma, que serd la
serial para la activacion de la glucocinasa del higado (hexocinasa 1V). Esto permitira un
incremento de la fosforilacion de la glucosa dietética, que podra ser utilizada dentro del
metabolismo intermediario de este organo. La presencia de la actividad glucocinasa hepdtica
permitird reclasificar a los juveniles silvestres del mero rojo E. morio, de carnivoros estrictos

a omnivoros con tendencia a la carnivoria (Van Schaftingen, 1994, Blin y Panserat, 1999).

1V.3.0bjetivos especificos

10. Determinar la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa en ciegos pildricos e intestino
de juveniles silvestres de E. morio alimentados con alimentos que contienen almidones
nativos de maiz y papa con diferentes tamafios de granulo de almidon (maiz 5 a 25 um, y papa

15a 100 pum).

11. Evaluar la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa en ciegos pildricos e intestino de
juveniles silvestres de E. morio alimentados con alimentos que contienen almidones de maiz

y papa en su forma cruda, y gelatinizados.

12. Evaluar la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa en ciegos pildricos e intestino de

juveniles silvestres de E. morio alimentados con alimentos que contienen almidones crudos
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de maiz, papa y almidon de maiz waxy con diferentes cantidades de amilopectina (73 %, 78%

y 99 % respectivamente).

13. Evaluar la glucosa en sangre y el glucdgeno en higado de juveniles silvestres de E. morio
alimentados con alimentos que contienen almidones nativos y gelatinizados de maiz, papa y

maiz waxy rico en amilopectina (99%).

14. Evaluar si existe actividad de la glucocinasa en juveniles silvestres de E. morio
alimentados con alimentos que contienen almidones crudos y gelatinizados de maiz crudo,

4

papa y maiz waxy rico en amilopectina (99%)

15.Evaluar la actividad de las enzimas del metabolismo intermediario (PK, G6P-DH, 6PG-
DH, FBPasa, GK y la ASAT) en el higado de juveniles alimentados con alimentos que

contienen almidon de maiz y papa (crudo y gelatinizado), y almidon de maiz waxy.

IV.4.Metodologia

1V.4.1.0btencion de los organismos.

De las costas adyacentes a Sisal, fueron capturados 200 juveniles silvestres de E. morio en

una lancha de motor fuera de borda de 40 Hp, utilizando como arte de pesca cordel y anzuelos.

Los juveniles fueron transportados en un Rotoplas de 1000 L a la Unidad Académica Yucatan

(UAY), y tuvieron aireacion constante durante el viaje.

Al llegar a la UAY fueron colocados en tanques circulares de 1000 L para su de su
aclimatacion y disminuir el estrés de la captura, se les proporcioné una dieta de mantenimiento

(Tabla 11) y permanecieron en estos tanques durante 15 dias.
1V.4.1.Estanques y sistema de circulacion:

A los 15 dias de ser capturados los peces fueron trasportados al sistema experimental. Los
peces fueron seleccionados segin un rango de peso 100g- 300g. EL sistema experimental es

el mismo descrito en la Figura 10.
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1V.4.2.Alimentos experimentales

Un tratamiento basal, sin almidon (REF), se compar6 con cuatro tratamientos conteniendo
20% de almidones diferentes, en una base no isoenergética, para evitar el desarrollo de higado
graso debido al exceso de proteinas o lipidos (Hutchins et al., 1998). El tamaino de granulo del
almidon de maiz (Buleon et al., 1998) es de 5-25 um y para el almidon de papa es de 15-100
um. El contenido de amilopectina de los diferentes almidones fue: almidon de maiz waxy
(AMW), 99% y almidon de maiz crudo (AMC) 73%; Almidon de papa crudo (APC) y almidon
de papa gelatinizado (APG) 78%. Las fuentes de proteina se seleccionaron como en Silva et
al. (2014); Macro ingredientes previamente tamizados (<250 um) y mezclados con micro-
ingredientes durante 15 minutos mas 20-30% de agua. La mezcla se extruy6 posteriormente a
través de un molino de carne (Division maquinaria S.A. de C.V. TOR REY , NL.) y las pinzas
se secaron hasta un 10% y se almacenaron a -20°C hasta que se alimentaron. (Tabla 21). El

procedimiento para 1 elaboracion de los alimentos fue el mismo descrito en el capitulo II.
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Tabla 21. Tratamiento experimental 45% proteinas, 6% lipidos y 20% carbohidratos:
Almidon de Papa Crudo (APC y) y Almidon de Papa Gelatinizado (APG) con granulos
grandes (15 — 100 um y 78% amilopectina), y Almidon de Maiz Crudo (AMC), con granulos

mas pequenios (5-25 umy 73 % de amilopectina).

Tratamientos
AMC AMW APC APG REF

Harina de pescado! 430 430 430 430 430
Harina de camaron? 50 50 50 50 50
Calamar fresco’ 50 50 50 50 50
Concentrado de proteina de soya* 200 200 200 200 200
Lisina’ 12 12 12 12 12
Treonina’ 20 20 20 20 20
Leucina’ 4 4 4 4 4
Triptofano’ 1 1 1 1 1
Almidén de maiz crudo® 200 0 0 0 0
Almidén de maiz waxy’ 200

Almidén de papa cruda © 200

Almidén de papa Gelatinizado® 200

Talco® 0 0 0 0 200
Plemezcla de Vitaminas® 15 15 15 15 15
Stay C!0 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Humedad 46.6 40.4 40.6 43.5 36.7
Analisis Proximal

(g/100 g de materia seca)

Proteina 53.0 53.1 54.1 53.2 58.7
Lipidos 4.6 7.9 5.8 6.2 7.0
Fibra 29.6 25.9 25.9 25.9 1.7
Cenizas 13.9 13.1 14.2 14.7 32.6
Energia calorica (kJ g'!) 16.7 17.3 16.4 16.3 13.2

! Harina de pescado Menhaden Special Selection (APLIGEN S.A de C.V CDMX),? Harina de camardn (Comercial Mexicana
Merida Yucatan);. 3Calamar fresco (Sisal, Yucatan). “Concentrado de proteina de soya (VIMIFOS, México CDMX).
> Aminoacidos:Lisina, Treonina, Leucina y Triptofano (Future Foods S.A. de C.V. CDMX) ¢ Almidon de Maiz y Almidon de
papa crudos (Gluten y almidones comerciales S.A de C.V, México);"Waxy Almidon. PAXELL Internacional Qro. Qro.
8 Talco (silicato de magnesio) Farmacia Bazar. Merida Yucatan:, *Vitaminas: acetato de retinol 18000 (IU kg—1 diet);
cholecalciferol,2000 (IU kg—1 diet); acetato de alfa tocoferol, 35; sodium menadione bisulphate,10; tiamina-HCI, 15;
riboflavina, 25;, 50;;pyridoxina HCI, 5; folic acid 10; cianocobalamina, 0.02; biotina, 1.5; acido ascorbico,50; inositol, 400;
ROVIMIX STAY C-35 (Importado por ROCHE VITAMINAS Guadalajara Jal.) Composicion: vit A: 1.200.00 IU: vit B1:
4,800 mg: vit. B12: 4,800 mg: vit B6: 4,800 mg: vit D3: 200,001U: vit, K3: 2,400 mg: acido folico 1,200 mg; biotin: 48 mg;
pantotenato de calcio: 12,000 mg: cloruro de colina 108 g; niacina 24, 000 mg; selenio: 100 mg; yodo 10 mg: cobalto: 10 mg
: cobre: 3,000 mg: hierro 50,000 mg; magnesio: 20,000 mg; zinc: 30, 000 mg; vehiculo 1,00g; antoxidantes: 25 g
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Para cada tratamiento, se distribuyeron de manera aleatoria, 30 peces en los tanques del
sistema de recirculacion (Figura 10). Los peces fueron alimentados durante 93 dias, y se
realizaron biometrias mensuales. Los peces fueron alimentados con 4% de la biomasa total

del tanque/dia.

1V.4.3.Parametros zootécnicos

Durante el bioensayo se realizaron 4 biometrias: una biometria inicial y 3 biometrias (una por
mes). Para las biometrias, los peces fueron anestesiados con una solucion de aceite de clavo
(2.5 ml/10 1), que fue colocada en el agua del contenedor. Se registrd el tiempo de exposicion
al anestésico. Una vez anestesiados los peces, fueron medidos considerando la Longitud total
(Lt.), Longitud furcal (LF, altura (A) y el peso (g) de cada individuo. Los pardmetros
zootécnicos a evaluar fueron; porcentaje de supervivencia (no de animales vivos al final de
experimento/ total de animales X 100), biomasa final (no de animales vivos al final de
experimento * peso promedio final), Factor de condicién (P/ L* ), Coeficiente de crecimiento
por dia (( peso final ”* - peso inicial "*)/no de dias ) * 100, Coeficiente térmico de crecimiento
( peso final ”* - peso inicial '**) /(temperatura promedio ° C *dias) *100 (Cho & Bureau, 1998),
SGR (log peso final- log peso inicial/ dias), Ganancia en Peso=Biomasa final-biomasa inicial

en el tiempo de duracion del experimento.

Los peces entre cada biometria fueron bafiados en un bafio de agua dulce durante 10 minutos,

seguido de un bafio de formol (0.03 ml /10 L agua), como medida profilactica.
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1V.4.3.Diseccion de los organismos.

Al finalizar el experimento se seleccionaron al azar 10 peces de cada tratamiento. La diseccion
de los individuos se realizé con un corte introduciendo unas tijeras finas por las cloacas y
avanzando hacia el centro de los opérculos. Se realizd un segundo corte, desde el costado
izquierdo del pez hasta el extremo superior del opérculo y un tercer corte, paralelo al opérculo
que une a los dos anteriores permitiendo la separacion la zona de tejido muscular, cortando
previamente las costillas. En este momento los 6rganos quedaron descubiertos. El estémago,
higado e intestinos fueron extraidos y pesados. Posteriormente fueron congelados en nitrégeno
liquido y luego almacenados a -40°C en un ultracongelador (TOY-REY) hasta la realizacion

del analisis bioquimico.
1V.4.4.Anadlisis Bioquimicos

Se realizaron las evaluaciones de los hematocrito, presion osmdtica, glucosa en plasma y

glucogeno en higado de acuerdo al protocolo descrito en el capitulo 1.

Los o6rganos fueron congelados y la actividad de las enzimas digestivas asi como la actividad

de las enzimas del metabolismo intermediario segun el protocolo descrito en el capitulo 1.

Tabla 22.Disefio experimental para determinar la utilizacion digestiva de almidones de
acuerdo a su origen botanico (maiz, trigo o papa) y procesamiento (waxy o gelatinizado) en
juveniles silvestres de E. morio; Factor a evaluar el tamafio de granulo, porcentaje
amilopectina; Respuesta a evaluar; Supervivencia, Biomasa, CTC /CDC,Glucosa en
Plasma/Glucégeno en Higado, Enzimas digestivas:- o-amilasa/a-glucosidasa, Enzimas

metabolismo intermediario:GK, PK;FBPASA, G6P-DH,6PG-DH ASAT.

Fuente de Diserio Repeticion Factor a Respuesta a Evaluar
Carbohidrato Experimental Tratamiento Evaluar
Supervivencia, Biomasa
AMW N=30 3 tanques por Tamafio de CTC/CDC ,
AMC . . Glucosa en Plasma/Glucogeno en
ANDEVA DE granulo .
tratamientos . Higado

APC BLOQUE /Porcentaje de . I .

. . Enzimas digestivas:a-amilasa/o-
APG ANIDADO amilopectina lucosidasa
REF P <0.05 gue :

. Enzimas metabolismo

Intermediario:GK, PK;FBPASA,
G6P-DH,6PG-DH ASAT.
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1V.4.5. Estadistica

El hematocrito, CDC, CTC, Indice Hepatosomatico fueron transformados a arco seno; y los

valores de la glucosa transformados a logaritmo.

Para CDC y CTD Se verifico la homogenidad con la prueba de Hartley, Cochran y Barlett y
se aplico una prueba de Duncan con un valor de significancia de p<0.05. Para glucosa,
glucodgeno, actividad enzimatica, IHS y Hematocrito se verificé la homogenidad con la prueba
de Homogenidad de Leven’s Tests. La normalidad se verific6 con una prueba de Shapiro-
Wilk. Después se aplico una ANDEVA de bloque con prueba de Bonferroni un valor de
significancia de p<0.05. Cuando los datos no fueron homogéneos, se hizo una prueba no-
paramétrica Kruskal Wallis con valor de significancia de (p<0.05). Se utilizé el paquete

estadistico Statgraphics version 6.0
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IV.5.Resultados
1V.5.1 Parametros Zootécnicos

La ganancia en peso fue mayor en el tratamiento AMC y en el tratamiento AMW. La menor
ganancia en peso fue obtenida en el tratamiento REF. La sobrevivencia de 100% en el
tratamiento AMC, el tratamiento que menor sobrevivencia present6 fue el APG con valor de
86.6 %. El factor de condicion mostr6 e mayor valor en la dieta del tratamiento AMW y menor
en la dieta que no contenia almidon REF (1.7 y 1.4, respectivamente).La tasa de especifica
mostrd el mismo valor entre los tratamiento (2.0) excepto en el tratamiento APG (1.9) (Tabla
23).

Tabla 23.Parametros Globales; Biomasa inicial y final, Supervivencia, Ganancia en peso, tasa
de crecimiento especifico (SGR), Factor de Condicion (FC) en los 4 tratamientos
experimentales y el grupo control. Almidén Maiz Crudo (AMC), Almidéon Maiz Waxy
(AMW), Almidon de Papa Crudo (APC), Almidon Papa Gelatinizado (APG), tratamiento sin
almidon (REF). Los juveniles silvestres fueron aclimatados a los tratamientos experimentales

por 93 dias. La racién por alimento fue de 4% de la Biomasa por Tanque. Alimentados dos
veces al dia.

Tratamientos

AMC AMW APC APG REF
Biomasa inicial (g) 1081.3 1101.1 1118..1 1056.4 1160.1
Biomasa final (g) 2057.2 1875.2 1811.0 1598.8 1589.4
Ganancia en 979.7 774.1 692.9 542.4 4834
peso*(g)
No de Peces 30 30 30 30 30
inicial
No de Peces final 24 28 29 26 28
Sobrevivencia (%) 80 933 96.6 86.6 93.3
SGR 2.0 2.0 2.0 1.9 2.0
FC 1.6 1.7 1.6 1.5 1.4

*Ganancia en peso (93 dias)
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1V.5.2. Pardmetros Fisicoquimicos

En cuanto a los parametros fisicoquimicos, no mostraron variaciones importantes durante el dia y la tarde, y se
mantuvieron estables durante todo el experimento (Tabla 24).

Tabla 24.Promedio de los parametros fisico quimicos registrados durante el periodo experimental,

de los

tratamientos AMC, AMW, APC, APG y REF, en la mafiana y la tarde. Temperatura (°C), pH, Oxigeno Disuelto

(mg/L) y salinidad (ppt). (93 dias).

Parametros Promedio+= DE =~ Minimos Maéximos
Temperatura (°C) am 284+1.1 24.1 29.2
Temperatura (°C) pm 27.6+0.9 254 29.6
Salinidad (ppt) 374+ 0.1 36.2 37.8
OD (mg/L) am 59+£03 4.9 6.5
OD (mg/L) pm 5.7£0.3 4.9 6.9
pH am 8.0£0.3 7.9 8.2
pH pm 8.1+0.3 7.7 8.3

Valores promedio * desviacion estandar a lo largo del periodo de aclimatacién. OD, oxigeno

disuelto.
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1V.5.3.Coeficiente diario de Crecimiento y Coeficiente térmico de Crecimiento

Los valores mas altos del coeficiente diario de crecimiento se encontré en el tratamiento AMC
(1.2), seguido del tratamiento AMW (1.11), en comparacion con los otros tratamientos fueron
ambos significativamente mayore, pero las diferencias no fueron significativas entre ellos . El
valor significativamente menor se obtuvo con el tratamiento que no contenia almidén REF

(0.76).

El coeficiente térmico de crecimiento mostr6 que el tratamiento REF , presento el valor més
bajo (0.026). Los valores mas altos fueron encontrados en los tratamientos AMC y AMW
(0.04 y 0.03, respectivamente) (Tabla 25)

Tabla 25. Coeficiente diario de Crecimiento (CDC) y Coeficiente térmico de Crecimiento
(CTC) de los juveniles silvestres aclimatados a los tratamientos almidon; Almidon de Maiz
Crudo (AMC), Almidon de Maiz Waxy ( AMW), Almidon de Papa Crudo (APC), Almidon
de Papa Gelatinizado (APQG) y al tratamiento de Referencia sin almidén (REF). Todas los
tratamientos experimentales isoproteinicas; 47.26% proteina, 5.5% lipidos y 20 %
carbohidratos. Juveniles alimentados por 93 dias.

AMC AMW APC APG REF

0.11* 1.11 0.11° 1.02 0.11% 0.77 0.11°

H+
H+
o
—
s
o
o
=
+
H+
H+

CDC % dia '?
1

I a a ab ab b
CTC % dla 0.040 + 0.004 0.038 + 0.004 0.032  + 0.004 0.034 +  0.004 0.026 + 0.004
1

Promedio + ES; Prueba de Duncan (p< 0.05).
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1V.5.4.Glucosa, glucogeno y hematocrito

El hematocrito no present6 diferencias significativas, pero el menor valor se encontré en el
tratamiento que no contenia carbohidratos, los valores entre los tratamientos experimentales,
mostraron valores muy similares (ANDEVA de bloque ANIDADA p< 0.05). El glucégeno
mostré el valor mas alto en AMW (198.1+85.42 mg g'higado), y la menor cantidad fue
registrada en APC (75.34 + 22.27 mg g'higado). La glucosa mostrd el valor mas bajo en el
tratamiento APC (41.64 + 13.52 dl ml"), el mayor valor se encontr en los peces alimentados
con REF.

Tabla 26. Glucosa en Plasma (mg. dL"), Glucogeno en higado (mg.g-1), Hematocrito (%), indice
Hepatosomatico (IHS %), en los tratamientos experimentales y el grupo control. Almidon Maiz Crudo
(AMC), Almidon Maiz Waxy (AMW), Almidon de Papa Crudo (APC), Almidon Papa Gelatinizado
(APQG), tratamiento sin almidon (REF). Los juveniles silvestres fueron aclimatados a los tratamientos

experimentales por 93 dias. La racion por alimento fue de 0.4% de la Biomasa por Tanque.
Alimentados dos veces al dia.

Almidones Nativos Almidones modificados
AMC APC AMW APG REF
Glucosa en Plasma 43+45° 42 + 5° 44 +5° 44 +5° 47 +£5°
(mdL™)
Glucogeno 102 + 14° 75 £14° 214 £14* 96 +14°  125+14°
(mg g higado)
"Hematocrito 51420 50 £2° 50 £2° 51420 44420
(%)
*IHS 2.1£0.3% 1.4+0.3° 2.140.3% 22403* 1.3+0.3%
(%)

"Hematocrito = x100. 2IHS = (peso higado/peso total) x100. Promedio +error estandar (+ES) (Bunferroni

test, p<0.05). ES
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1V.5.5.Enzimas digestivas

Los resultados encontrados en la actividad de la a-amilasa en este experimento no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos, una vez mas la mayor actividad de la o-
amilasa se presenta en los ciegos piloricos. A pesar de no existir diferencias entre los
tratamientos, la actividad en el tratamiento REF mostr6 los valores més bajos (1797 £317
U.mg! de proteina). El tratamiento APC presento la actividad mas alta (3102 +442 U. mg’!
de proteina). Los resultados para la glucosidasa no presentaron diferencias significativas, sin
embargo la mayor actividad de esta enzima fue encontrada en los ciegos piloricos en todas los
tratamientos a excepcion de AMC que la present en los intestinos (791 + 113 U.mg! de

proteina) y que ademads fue la mayor actividad registrada.

Tabla 27.- Actividad especifica de la a-amilasa (U.mg proteina -1), y la a-glucosidasa (mU.mg de proteina™!) en
los tratamientos experimentales y el grupo control. Almidén Maiz Crudo (AMC), Almidon Maiz Waxy (AMW),
Almidoén de Papa Crudo (APC), Almidon Papa Gelatinizado (APG), Dietas in almidon (REF). Los juveniles
silvestres fueron aclimatados con los experimentales por 93 dias. La racion por alimento fue de 0.4% de la
Biomasa por Tanque. Alimentados dos veces al dia.

AMC APC AMW APG REF
o-Amilasa
Ciegos piléricos 2572+ S31° 3,00  + 442 2,404 + 481° 299 <+ 460* 1,797 + 3I7°
2 a 4
Intestino 435 + 149 568 + 129 379 + 134 410 & 134 276 + 134
o-Glucosidasa
Ciegospﬂéricos 425 + 158 854 + 152 698 + 165° 467 + 165* 784 + 173
Intestino 791 + 113 327+ 94 387 + 102° 444 & 102* 342 + 1020

Promedios +SE para cada parametro (n=10). Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis P< 0.05).
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1V.5.6.Enzimas Reguladoras del Metabolismo Intermediario

La actividad enzimatica de la GK mostro el valor significativamente mas alto en la dieta AMC
(32.2. £ 7.9 U mg! de proteina) (p< 0.05) en los otros tratamientos la actividad no presentd

diferencias significativas. La HK-I presento el valor mas alto en los juveniles alimentados con

AMC (Tabla 28)

La mayor actividad de la HK-II se present6 en los juveniles alimentados con la AMC (16.5 £

3.43 U mg! de proteina) siendo la diferencia significativa (Tabla 28).

La PK presento el valor mas alto en el tratamiento AMC (55.9+7.4 U mg! proteina’) y fue
significativamente mayor con respecto a APC, APG y REF sin embargo no presento

diferencias con respecto a AMW (50.9+4.9 U mg™! proteina) (Tabla 28).

La 6PG-DH fue mayor en AMC (71.1% 7.6 U mg! proteina), con respecto a REF que no
contenia almidén (3.7 = 0.37 U mg™! proteina), (Tabla 28).

La G6P-DH no present6 diferencias significativas con respecto al control. Sin embargo
presento los valores mas en AMC (40.0+ 5.5 U mg! proteina), en los tratamientos AMW,

APC, APG no se presentaron diferencias significativas (Tabla 28).

La FBPasa present6 el mayor valor en REF, la que no contenia almidén, 111.6+ 8.8 U mg’!
proteina), (p< 0.05). La menor actividad de esta enzima de la glucogénesis se encontr6 en la

en AMG, (66.0+5.8 U mg™! proteina), (Tabla 28).

La ALAT present6 la mayor actividad en los juveniles alimentados en REF, le tratamiento

testigo que no contenia fuente de almidon (50.64 + 33.1 U/I) (Tabla 28).
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Tabla 28. Actividad Enzimatica especifica (U mg™! proteina) del metabolismo intermediario
en el higado de E. morio: Almidon de Maiz Crudo (AMC), Almidén de Maiz Waxy (AMW),
Almidén de Papa Crudo (APC), Almidén de Papa Gelatinizado (APG) y tratamiento de
Referencia sin almidon (REF). Todas los tratamietnos experimentales isoproteinicas; 47.26%
proteina, 5.5% lipidos y 20 % carbohidratos. Juveniles alimentados por 93 dias Promedios y
Error Estandar (£ES) para cada parametro (n=10). ANDEVA de bloque anidada (Prueba

Tukey p< 0.05). Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis p< 0.05.

AMC APC AMW APG REF
Hexocinasa-1 234 + 2.7° 2.1 + 27 80 + 27%™ | 1.6 + 2.7° 0.9 + 2.7°
Hexocinasa-11 16.5 + 103 1.8 + 103 0.7 + 103° | 422 + 103" [ 193 + 103°
Glucosa 10.8 + 21° 0.6+ + 2.1° 0.6 + 21° |40 + 21° 4.0 + 2.1°
deshidrogenasa
Glucocinasa 42 + 09 0.5 + 09° 52 + 09* |34 +  09%® |- + -
Piruvato cinasa 56.0 + 74° 187 + 65° 50. + 409° 9.1 + 170 16.9 + 39°
9
Fructosa-1,6- 80.1 + 7.0° 109. + 7.0 80. + 7.0° | 660 + 58° 111.6 + 88
bisfosfatasa 4 6
Glucosa-6-fosfato 40.0 + 5.5° 259 + 3.7%® 25. + 21° | 267 + 33%® 27.1 + 2.8
deshidrogenasa 1
6-Fosfogluconato 71.1 + 7.6° 570 + 49® 61. + 5.6% 453 + 502 |37 + 037°
deshidrogenasa 1
Alanina 10.5 + 6.2%® 8.1 + 7.9% 30+ 14° 140 + 9.4 51.0 + 3310
aminotransferasa
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IV.6.Discusion

Los peces alimentados durante 93 dias con el tratamiento AMC presentaron una ganancia en
peso mayor que los peces del tratamiento AMW (979.7 gy 774.1 g) (Tabla 23). El almidon
de maiz una vez mas resulto ser el mejor asimilado por esta especie, como en experimento
anterior, se demostrd6 que la microestructura del almidén y la proporciono de amilosa:
amilopectina le proporciona a este alimento las condiciones que permitio a E. morio tener una

digestion mas lenta.

En cuanto a las enzimas digestivas a-amilasa y a-glucosidasa, no se detectaron diferencias
entre los peces de los diversos tratamientos (Tabla 27), aunque la mayor actividad se detectd
en los ciegos piloricos. Al respecto, Castillo (2011) encontr6 acinos celulares del pancreas
alrededor de los ciegos piloricos entre la grasa mesenterial del E. morio. Lo que indica que es
en la region de los ciegos piloricos donde se da la mayor liberacion de los zimogenos para la
digestion de los carbohidratos, ademas E. morio es una especie que presenta numerosos ciegos
piloricos ( 25 ) en esta region terminando el duodeno (Castillo, 2011), que le permite una
mayor superficie de absorcion y un transito lento de la digestion permitiendo la accidon de las
carbohidrasas como la, a-amilasa, la cual rompe la molécula de almidon en disacaridos como
la maltosa que continua su paso hacia el intestino distal donde sucede la segunda de las a-
glucosidasa para finalmente tener la molécula de la glucosa y sucede la absorcion por la celular

epiteliales de cepillo hacia el torrente sanguineo (Hidalgo y Alliot, 2003).

Estudios realizados sobre requerimientos nutricionales de peces carnivoros han determinado
que el nivel de inclusion de carbohidratos en los alimentos debe ser de alrededor de 20 - 30%
(Wilson, 1994, Tranulis 1994; Panserat 2000, Meton 2007, Fernandez et al 2007; Leung et
al.,2011; Viegas, 2012). En el presente experimento E. morio fue alimentado por primera vez
con un nivel de 20% de carbohidratos, logrando mantener los niveles glucémicos y el
hematocrito estables con todos los tratamientos. Segin Wood et al. (1982) la capacidad
tampon de la sangre no disminuye en los peces cuando estdn en buenas condiciones de salud;
los peces de nuestro experimento se mantuvieron en condiciones estables en todos los

tratamientos (Tabla 22).
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Los estudios de Furuichi y Yone (1982) concluyen que los peces pueden generar cantidades
de insulina parecidas a los mamiferos, pero que presentan menor cantidad de receptores en la
membrana, tras realizar experimentos donde suministraron insulina exdgena, y a pesar de ello
se mantuvieron los estados de baja tolerancia a la glucosa y niveles altos de glucosa
plasmatica. Sin embargo, la capacidad de un organismo para regular la glucosa radica
principalmente en su habilidad de fosforilar la glucosa dietética para incorporarla al
metabolismo intermediario, en esta regulacion la presencia de la GK es la que determina la
homeostasis de la glucosa (Gomis et al., 2000). En el presente estudio con E. morio, la ingesta
de los tratamientos con 20% de carbohidratos durante 93 dias produjo una glucemia
relativamente estable, lo que puede sugerir que E. morio presenta la maquinaria enzimatica
que le permite regular la homeostasis de la glucosa, y que estd condicién se encuentra
involucrada con los aspectos metabolicos a través de la fosforilacion y la via glucolitica. En
especies carnivoras similares como Salmo salar, H. hipoglosus O. mycsis, S. sarba y S. aurata
y D. labrax, se ha demostrado que la actividad GK tiene un papel fundamental en la regulacion
de la glucosa (Tranulis 1994; Panserat 2000, Meton 2007;, Fernandez et al/ 2007; Leung et al.,
2011; Viegas, 2012).

El glucogeno hepatico se incrementd significativamente en los peces alimentados con el
tratamiento AMW, que contenia el mayor porcentaje de amilopectina (99%), sin embargo, el
IHS no presentd cambios (Tabla 26). Una tendencia similar ha sido reportada en Salmo salar
alimentado con alimentnos conteniendo almidon de papa al 15 y 30%, observandose un
aumento de glucdgeno en higado y triglicéridos en sangre cuanto mayor fue el nivel de

inclusion del carbohidrato (Hemre et al., 2001).

En el presente trabajo, a pesar de que el tratamiento con mayor porcentaje de amilopectina
produjo la mayor cantidad de glucogeno, fue con el tratamiento de AMC que se obtuvo la
mayor ganancia en peso y los valores de CDC y CTD maés altos (Tabla 25). Aunque no
existieron diferencias significativas entre los juveniles alimentados con AMW, el CDC y
CTC, el crecimiento fue mayor con AMC, con respecto al alimento que contenia almidén de
papa, y el alimento de REF. Estas evidencias sugieren que el AMC presentd la mejor
asimilacion. Quizas la ventaja del AMC radica en el tamaio del granulo, que comparado con
el almidon de papa, es de mucho menor tamafio (5-30 um). El almidon de papa presenta un
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granulo de almidon de ~100 pm, lo que genera una mayor area de superficie de contacto, lo
que produce una velocidad de hidrdlisis enzimatica mas baja (Tester et al., 2004). Ademas, a
diferencia del granulo de la papa, la microestructura del granulo de maiz, presenta poros y
canales, por donde se difunde la enzima a-amilasa generando también una digestion desde el
interior del grano hacia afuera facilitando la hidrolisis del granulo del almidon (Zhang et al.,
2006). Los granulos del almidon de papa, no presentan estas estructuras, la digestion se da en
la superficie del granulo donde la a-amilasa se encuentra mas susceptible a tener interacciones
con lipidos, proteinas y otros componentes de la superficie del granulo que pueda interferir en
la velocidad de hidrdlisis de la a-amilasa (Colonna et al., 1992). En contraparte, el AMC
contenia granulos de menor tamano y logré inducir en los peces la actividad de la HK-1y la

HK-II, y liberar G-6P.

Los peces alimentados con el tratamiento AMW, que contenia 99% de amilopectina,
obtuvieron los valores de glucogeno significativamente mas alto con respecto a los peces
alimentados con lo otros tratamientos (Tabla 26). Los resultados sugieren que el almidén de
maiz fue el mas utilizado por E. morio. Wilson (1994) sefiald6 que granulos de almidon de
tamafio mas pequeno son absorbidos rapidamente, generando hiperglucemia, contrariamente
a lo que ocurre cuando los granulos son més grandes y la digestion es mas lenta. En el presente
experimento, los valores de glucosa fueron estables en todas los tratamientos, quizas este pez,
por ser un carnivoro y presentar menos cantidad de a-amilasa (Castillo, 2003), al ser
alimentado con granulos de menor tamafo, la carga de enzimas carbohidrasas puede ser
estimulada para potencializar la actividad hidrolitica, lo que le permite generar la glucosa
necesaria para activar las rutas glucoliticas, a diferencia de granulos muy grandes, que reducen
la velocidad de hidrolisis, como al almidon de papa, y los peces alimentados con este se vieron
limitados en su capacidad de digerirlo, por lo tanto no fue posible generar un incremento en
la activacion de las via glucoliticas, y por ende, la formacion de glucogeno estuvo limitada en
los peces de los peces alimentados con los tratamientos APC y APG, que tuvieron los niveles

de glucogeno mas bajos (Tabla 26 ).

Diverso trabajos realizados en especies carnivoras sugieren que los peces,
independientemente de sus habitos alimenticios, presentan una cierta adaptabilidad a los

cambios en su dieta, al incorporar carbohidratos para disminuir la inclusién de proteina. Por
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ejemplo, en Morone spp. alimentada con 12 6 40% de glucosa, maltosa o dextrina. Cuando
fue alimentada con glucosa (12%) mejor6 la glucemia en 4h, mientras que cuando se le
alimentd con maltosa y dextrina, alcanz6 su equilibrio hasta 8h. Cuando se utiliz6é 40% de
glucosa, se mantuvo prolongada hiperglucemia (Hutchins et al., 1998). Sparus sarba fue
alimentado con 2 y 20% de dextrina durante 4 semanas, y tanto IHS y la expresion de mRNA
de GK y G6P-DH aumentaron para adaptarse a alto nivel de dextrina, por lo que aumento6 el
contenido de glucdgeno en higado (Leung et al., 2012). Oreochromis niloticus mostré un
aumento de IHS con un valor de 2.44 y aumento6 de peso cuando se alimentd con un alimento
que contenia 36% de almidon precocido, en comparacion con un alimento con 20%

(Amirkolaie et al., 2005).
Enzimas reguladoras del metabolismo intermediario

Los resultados més claros de la utilizacion de los carbohidratos se registraron en la actividad
en las enzimas, que son punto control en la incorporacion de la glucosa plasmatica a la ruta

glucolitica.

Como se sabe, las hexocinasas son enzimas que fosforilan a la glucosa para incorporarla a la
ruta glucolitica. Estas enzimas presentan diferente afinidad por la glucosa, naturaleza que les
permite tener una funcion particular en la fosforilacion, que depende de la concentracion de

la glucosa.

HK-I es la que presenta alta afinidad a la glucosa (Km 0.1mM), y su velocidad est4 regulada
por la aparicion del producto la G6P, y al encontrar una concentracion elevada de glucosa
rapidamente llega a saturarse. En nuestro experimento se registrd la mayor actividad de la
HK-Ten AMC (p<0.05), sin embargo, también presenta una alta actividad en la HK-II (Tabla
28).

La GK es la enzima que regula la homeostasis de la glucosa en el organismo. Esta enzima, a
diferencia de las otras hexocinasas, presenta una baja afinidad por la glucosa (Km 5mM), no
esta regulada por la G6P, y solo actia cuando la concentracion de glucosa en plasma es alta y
se han saturado las HK-I y HK-II. En nuestro experimento la GK con mayor actividad se

encontr6 con AMW (5.2 U.mg-1 de proteina), tratamiento que se obtuvo la mayor
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concentracion de glucdgeno en los peces (Tabla 26). La PK, otra enzima que es un punto de
control en la glucdlisis, presentd su mayor actividad con AMC seguida de AMW (p>0.5). Al
mismo tiempo, en los peces alimentados con REF que no contenia almidén no se detectd

actividad de GK, y los valores de las HK-I y HK-II fueron bajos (Tabla 28).

Al existir una actividad alta de las enzimas de la glucolisis, es plausible pensar que los peces
de las dietas AMC y AMW produjeran suficiente G6P, sustrato que fue utilizado por rutas de
almacenamiento de energia como la glucogenogénesis y la via de las pentosas fosfato. Esta
ultima genera el poder reductor para producir lipidos y ribulosa 5-fosfato para el crecimiento.
Las enzimas G6P-DH y 6PG-DH presentaron la mayor actividad (40.0 y 71.1 U.mg-1 de
proteina’ p<0.05) en los peces de AMC, mientras que la actividad de estas enzimas se encontro
deprimida en los peces de REF (p<0.05). Estos resultados sugieren que E. morio fue capaz de
tomar la G6P de la glucolisis y destinarla al crecimiento, y el almacenamiento de energia en
forma de glucogeno. Al respecto, Walton y Cowey, 1982, encontraron que en O. mykiss al ser
alimentada con almidén de maiz crudo aument6 la actividad de enzimas de la via de las
pentosas G6P-DH y 6PG-DH, lo que favorecio la fuente de NADPH para la sintesis de lipidos.
Otro trabajo fue realizado en Oreochromis niloticus en donde se mostré un aumento del IHS
y de peso, cuando fueron alimentados con un alimento que contenia 36% de almidon

precocido, en comparacion con uno que contenia 20% (Amirkolaie et al., 2005).

Se ha reportado que peces Oreochromis niloticus (Walton y Cowey, 1982), y Sparus auratus
(Baanante et al, 1991), (Shimeno et al., 1993 y 1996), (Meton et al., 2003) fueron capaces de
cambiar el metabolismo y adaptarse a los cambios en la composicion de la dieta; Los
serranidos Epinephelus sp. (Chen y Chen, 1986) y Epinephelus malabaricus (Chen y Tsai
1994) asimilan carbohidratos, lo que permite el equilibrio de energia y la disminucion de la
necesidad proteinas en la dieta. El metabolismo intermediario se ve afectado por las fuentes
de carbohidratos en tres niveles: en la glucoélisis, en la gluconeogénesis y en la via de la pentosa
fosfato. El tratamiento con AMC impacto la actividad de enzimas glucoliticas (HK-I, HK-II,

GK y PK), logrando el mayor CDT y CDC (Tabla 25).

La gluconeogénesis es la via que los peces utilizan preferencialmente para obtener energia, y

a diferencia de los mamiferos, los peces utilizan los sustratos como aminoacido para la
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obtencion de precursores energéticos. La enzima reguladora de la gluconeogénesis es la
FBPasa, esta enzima es la encargada de producir glucosa de novo, a partir de precursores como
lactato, aminoacidos, glicerol y fructosa, y es un indicador importante para conocer si los
peces estan tomando sustratos provenientes de las proteinas como fuentes energéticas. En los
peces alimentados con el tratamiento REF la FBPasa mostraron los valores mas altos (111.6
U mg! proteina; p<0.05) (Tabla 28). La FBPasa estuvo mas activa con REF en ausencia de
carbohidratos dietético. Por el contrario, los peces alimentados con AMC y AMW mostraron

una disminucion en la FBPasa, debido a que la glucolisis estaba activa.

En el presente trabajo E. morio alimentado con el alimento REF no se activé dicha ruta por lo
que no existid acumulacion de glucdgeno, ni cambios significativos en el crecimiento (Tabla
25). En cuanto a la glucolisis los peces alimentados con REF y la APC, presentaron actividad
baja de la GK, lo que sugiere una mala utilizacion de la glucosa (Tabla 28). En Ademéas con
la ausencia de almidon en el alimento REF, se obtuvo un IHS bajo de ~ 1.2, debido a la
ausencia de grasa en el higado, y la 6PG-DH fue reprimida como una reduccion de la

lipogénesis.

Blin y Panserat (1999) encontraron que la presencia de HK-L, Il y IV en C. carpio, S. aurata,
O. mykiss, estos autores sugieren que la regulacion de glucosa depende de la capacidad de
estas enzimas para fosforilar la glucosa dietética, y que la baja tolerancia a la glucosa en estas
especies es debida a la baja fosforilacion de la glucosa como consecuencia de la ausencia de
HK-IV (GK) (Nagayama y Ohshima, 1974; Walton y Cowey, 1982; Nagayama et al., 1973;
Cowey et al., 1977).

Fernandez ef al. (2007) han utilizado el almidon de maiz para evaluar a la S. aurata utilizaron
tres niveles de inclusion de almidon en el alimento (5, 18 y 26%) y obtuvieron una alta
correlacion entre las actividades PK G6P-DH y 6PG-DH, PFK-1.Enes (2008) reportd que la
dextrina, maltosa y glucosa lograron generar hiperglucemia 6 h después de la alimentacion,
pero que al utilizar almidon, la hiperglucemia no fue evidente. Esta condicion sugiere que en
peces intolerantes a los carbohidratos, como E. morio, es posible utilizar la glucosa dietética
sin presentar hiperglucemia, si la fuente de carbohidratos presenta cierta resistencia a la

hidrélisis y es mejor utilizada cuando la glucosa entra al torrente sanguineo para ser
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fosforilada por las hexocinasas. En el presente experimento se comprobd una vez mas que el
AMC, presenta caracteristicas necesarias para poder ser digerido por la accion de las
carbohidrasas, pero no suficiente para generar hiperglucemia manteniendo los niveles de
glucosa estables con un 20 % de inclusion, ademas el AMC y AMW son dos alimidones que
pueden ser utilizados como sustratos de energia, disminuyendo la catélisis de proteinas como
fuente energética (via principal de peces para obtener glucosa), y favoreciendo la activacion
de las rutas glucoliticas, logrando activar enzimas como 6PG-DH y G6P-DH en via de las
pentosa fosfato, implicadas en la sintesis de acidos grasos y en la formacion de precursores

del crecimiento como la ribulosa 5-fosfato.
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IV.7.-Conclusiones

1. El almidon de maiz una vez mas logr6 el mejor crecimiento es posible concluir que la
microestructura del almidon de maiz, el tamafio de granulo mas pequefio y la proporcion de
amilosa: amilopectina proporciona las condiciones que favoren la digestion mas lenta en el
E. morio, que permiten la accion de las enzimas diestivas para hacer mas eficiente la liberacion

de glucosa.

2. El los peces alimentados con el almidon con mayor porcentaje de amilopectina AMW
(99%) almacenaron mayor cantidad de glucogeno como reserva energética, y presentaron
también una mayor actividad de GK, este almidon logrd activar la ruta glucolitica para la

produccion de G6P en E. morio.

3. El tratamiento testigo presenté mayor actividad en la ruta gluconeogénica y catabolismo de
proteinas, y por lo que es concluyente que la ausencia del almidon en el tratamiento REF
mantiene activas las rutas bioquimicas que los peces naturalmente usan para obtener la fuente

del G6P, para generar ATP.

4. Al incorporar los almidones de maiz estos lograron disminuir las vias que utilizan a las
proteinas como sustratos energéticos de manera que el almidon resulto un sustrato alterno para
generar G6P activando la rutas de las enzimas de la vias pentosa fosfato destinarla a

crecimiento y almacenamiento en forma de glucogeno.

5. En el presente experimento se comprobd una vez mas que los almidones de maiz, presentan
caracteristicas necesarias para poder ser digeridos por la accién de las carbohidrasas,

manteniendo los niveles de glucosa estables con un 20 % de inclusion.

154



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

Capitulo Efecto del ayuno vy realimentacion en el metabolismo
intermediario en los juveniles del mero rojo E. morio.

V.1.Introduccion

V.1.1.Adaptaciones metabdlicas de los peces al ayuno.

El ayuno se considera un fenomeno que ocurre cuando un animal disminuye las posibilidades
de adquirir alimento, esta restriccion alimenticia puede ser por déficit de la calidad de la

alimento o también en términos de cantidad de alimento (Rodriguez L. 2012).

En el medio natural la restriccion del alimento es una presion ambiental que puede consistir
en fluctuaciones ambientales continuas (sequias, inundaciones, huracanes, sobrepesca), que
alteran la disponibilidad del alimento (Wang et al., 2006) o en algunas veces este ayuno esta
relacionado con los estados reproductivos, como la migracién o el cuidado parietal

(Mackenzie et al., 1998; Urbinati et al., 2003).

Segin Wang (2006), los peces presentan respuestas fisioldgicas y metabdlicas ante los

periodos de ayuno, que se resumen de la siguiente manera:

“Fase corta que consiste en un ayuno de 24 horas, donde el pez

incrementa el esfuerzo por la busqueda del alimento.

Fase de transicion, en la que el pez reduce gradualmente el nado y por

los tanto el gasto energético.

Fase de adaptacion, el pez reduce su actividad metabolica hasta

encontrar alimento”.

De manera que los peces pueden presentar adaptaciones metabdlicas como respuesta a
periodos de ayuno, asociados a comportamientos reproductivos, migratorios o a cambios en
la disponibilidad del alimento (Hochachka, 1995). Estas adaptaciones varian dependiendo de

la edad, estado reproductivo, habito alimenticio y tamafio de los peces (Méndez y Wieser,
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1993). Se sabe que estas adaptaciones evolutivas a periodos de ayuno en algunas especies
pueden consistir en meses e incluso afios de restriccion alimenticia (Shimeno et al., 1990;

Olivereau y Olivereau, 1997).

Uno de los aspectos mas relevantes de estas adaptaciones al ayuno prolongado son las pautas
de alimentacion que tienen las especies; peces herbivoros y detritivoros ingieren alimento en
forma continua y las carnivoras lo hacen con menos continuidad, lo que genera una mejor

adaptacion a periodos de ayuno (Bond, 1996).

Las adaptaciones a periodos de ayuno, y la recuperacion de las especies después de esta
restriccion alimentaria se basan en la capacidad del pez de modificar el metabolismo
intermediario de carbohidratos, lipidos y proteinas con el objetivo de generar un estado
compensatorio que le permita continuar con sus funciones vitales (Walton y Cowey, 1982;

Bastrop et al., 1991).

Con respecto a la movilizacion de las reservas de glucogeno en peces, se consideran dos
estados fisiologicos que los dividen en dos categorias: 1) peces que utilizan el glucogeno
durante las primeras fases del ayuno (7-10 dias), movilizando rapidamente sus reservas
energéticas, b) peces adaptados a periodos de ayuno prolongado, caracterizado por el aumento
en el catabolismo de proteina y lipidos, manteniendo los niveles de glucégeno como prioridad
para el mantenimiento de los tejidos segiin Farbridge y Leatherland (1992). En la primer
categoria se encuentran especies como C. carpio, R. rutulis y O. mykiss. En la segunda
categoria tenemos especies que presentan conducta migratoria como el salmén O. nerka y la

anguila A. anguilla.

Los lipidos son la reserva energética mas vulnerable a los periodos de ayuno; es la primera
reserva que sera utilizada, después el glucdgeno hepatico y muscular es el siguiente, y
finalmente, las proteinas (Barcellos et al., 2010). Estos procesos conducen a cambios en la
disminucién del tamafio de 6rganos gastrointestinales reduciendo la tasa metabolica basal en

los organismos (Turano, 2008).

Existen cambios a nivel hormonal que regulan las diferentes vias metabolicas implicadas en

la obtencion de energia, la glucolisis y la gluconeogénesis. Estas hormonas son el glucagén y
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la insulina (McKee y McKee, 2003). Se ha demostrado que entre las adaptaciones para
mantener al organismo en homeostasis en un periodo de ayuno prolongado, la cantidad de
glucosa se mantiene estable, a expensas del gasto de reservas como lipidos y glucogeno
(Shimeno et al., 1990). Si el ayuno es severo, los aminoacidos participan como sustrato para
formacion de glucosa a través de la via gluconeogénica (Blascp et al.,, 1992; Soengas et al,
1996). Sin embargo, existe una gran variedad de mecanismos que la especies presentan acerca
del uso de sus reservas; en muchas especies, es el glucogeno el primero en ser utilizado, pero
otras especies preservan su reserva de glucdgeno utilizando las proteinas y lipidos como

fuentes energéticas (Péres-Jimenez et al., 2007).

V.1.2.Cambios metabdlicos en los peces durante la realimentacion después de un periodo

de ayuno.

La recuperacion energética después de un periodo prolongado de ayuno depende de muchos
factores, como las condiciones ambientales, el tiempo de ayuno, habitos alimenticios de las
especies y sus adaptaciones fisioldgicas como respuesta a los cambios en la alimentacion
(Navarro y Gutierrez, 1995). Sin embargo, existen especies que tras un periodo de ayuno no
pueden recuperarse y mueren. En la mayoria de los peces se ha observado una total
recuperacion metabolica después de periodos cortos de ayuno (Black y Love, 1986; Soengas

et al., 1996; Meton et al 2003; Morales et al., 2004).

Los peces tienen la capacidad de recuperar su funciones metabolicas después de periodos de
ayuno, e incluso lograr incrementar una mejor respuesta de crecimiento durante su
realimentacion, esta condicion se conoce como crecimiento compensatorio, y consiste en el
desarrollo acelerado de los peces cuando tienen una disponibilidad favorable de alimento (Al

et al.,2003; Cho et al., 2006).

El crecimiento compensatorio después del periodo de ayuno se ha demostrado en varias
especies de peces como Later calcarifer, Aristichthys nobilis Carassius auratus, Sparus
aurata, Stripped bass que fueron alimentadas después de varios periodos de ayuno, y que
presentaron hiperfagia y crecimiento compensatorio (Ali ef al., 2003; Santiago ef al 2004; Cui

et al., 2006; Eroldogan et al., 2006; Turano et al 2008.).

157



Efecto de los carbohidratos dietéticos sobre el metabolismo intermediario del mero rojo Epinephelus morio

El E. morio, en el medio natural, presenta patrones de migracion relacionados con la
disponibilidad del alimento y periodos reproductivos (Brulé, 1986). Castillo (2011) encontrd
en juveniles de E. morio valores de glucogeno mas elevados durante la época de lluvias (208.8
mg/g), relacionado con la mayor disponibilidad de crustaceos, que son presas preferenciales
de este pez. E. morio, en época de nortes, presentd menor valor en el glucogeno y glucosa en
plasma (Castillo, 2011). Brulé (1988) demostrd que los analisis de contenidos estomacales
realizados en peces durante lluvias, presentaron abundancia de las presas preferenciales de E.

morio, lo que disminuy6 durante la época de nortes.

Sin embargo, y a pesar de lo anterior, existen muchas controversias sobre la capacidad de los
peces carnivoros para asimilar y utilizar los carbohidratos como fuente energética, y en
consecuencia, son necesarios estudios para conocer el verdadero estado fisiologico de las
sustituciones en su alimentacion, asi como también es necesario tener conocimiento sobre la
capacidad de cambiar el perfil metabdlico y de adaptacion a nuevas fuentes energéticas con la

presencia de actividad enzimatica de la GK.
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V.2.Hipotesis

Se sabe que muchas especies de peces carnivoros después de un periodo prolongado de ayuno
pueden recuperar sus condiciones metabolicas normales (Black y Love, 1986, Soengas et al.,
1996, Meton et al 2003, Morales et al., 2004), e incluso presentar una mejor respuesta al
crecimiento cuando son realimentados (Bastrop et al., 1991; Walton y Cowey, 1982). Por lo
que se espera que E. morio, al ser un pez carnivoro que presenta movimientos estacionales
por reproduccion y busqueda de alimento, pueda tolerar un periodo prologado de ayuno
manteniendo en equilibrio su organismo a través adaptaciones compensatorias en su
metabolismo intermediario, movilizando sus reservas energéticas en forma de glucogeno
para mantenimiento de la glucosa que proporciona energia, y que después en los dias de

realimentacion E. morio logre recuperar sus reservas energéticas.

V.3.0bjetivo especifico

a) Evaluar los cambios en la actividad de las enzimas (GK, PK, FBPasa, G6P-DH, 6PG-DH,
ASAT y ALAT) del metabolismo intermediario en juveniles de E. morio alimentados con el
tratamiento que presente la mejor fuente de carbohidrato, expuestos a un periodo de ayuno y

a diferentes dias de realimentacion.

V.4.Metodologia

V.4.1.0btencion de los organismos

Utilizando una lancha con motor fuera de borda 70 Hp y con anzuelo fueron capturados los
juveniles en las costas adyacentes a Sisal. Los peces fueron transportados en un tinaco
Rotoplas de 500 L con una bomba para aireacioén (marca), hacia la UAY (Unidad Académica

Yucatén).
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V.4.2.Disefio experimental

Para determinar el efecto del ayuno y realimentacion en el metabolismo intermediario del £
morio, se colocaron 12 peces en los 15 tanques del sistema de circulacion cerrado (Tabla 29

y 30).
Alimentacion.

Durante 20 dias fueron alimentados con el tratamiento experimental (Tabla 26). Al dia 20 de
alimentados fueron sacrificados 15 peces de cada uno de los tanques, quedando 11 peces por
tanque. El procedimiento de la diseccion, obtencion de la muestra de sangre y

almacenamiento de los 6rganos fue el mismo que en los experimentos anteriores.
Ayuno

Después de 20 dias del periodo de alimentacion los 11 peces por tanque fueron sometidos a
20 dias de ayuno. En el dia 40 del experimento, se sacrificaron 15 peces, uno de cada tanque.
El procedimiento de la diseccion, obtencion de la muestra de sangre y almacenamiento de los

organos fue el mismo que en los experimentos anteriores.
Realimentacion

Para evaluar el efecto de la realimentacion en el metabolismo intermediario de E. morio, se
realizd un sorteo para definir los tanques que pertenecian a cada periodo de ayuno, ya que se
consideraron 3 réplicas para cada periodo de realimentacion (1, 4, 6, 12 y 20 dias). En cada
periodo de realimentacion fueron sacrificados 10 peces, elegidos al azar, de los tanques (3
réplicas). El procedimiento de la diseccion, obtencion de la muestra de sangre y

almacenamiento de los drganos fue el mismo que en los experimentos anteriores.
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Tabla 29. Distribucion de tanques y periodo de realimentacion

Dia de realimentacion Tanque N
1 3,6,10 10

4 4,8,15 10

6 12,2,5 10

12 1,7,11 10

20 14,13,9 10

Tabla 30. Disefio Experimental de Alimentacion, Ayuno y Realimentacién de los juveniles silvestres de E.

morio, aclimatados a un tratamiento con 20% de carbohidrato (almidon de maiz).

Periodo Diseiio experimental Repeticion Respuesta a Evaluar

Tratamiento

e  Glucosa en Plasma

B e  Glucogeno en higado
Alimentacion (20 N=15 1 pez por tanque

dias)

e Hematocrito

N=15 e Indice hepatosomatico

Ayuno (20 dias) ANDEVA una via ®  Presion osmoética

® Enzimas reguladoras

P<0.05 o
Met. Intermediario

Reali tacié
calimentacion N=10 3

(1,4,6,12,20 dias) tanques/tratamiento

ANDEVA de Bloque
Anidada p <0.05
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V.4.3.Composicion de alimentos del tratamiento experimental

Para el tratamiento experimental se utilizo un alimento de almidon de maiz nativo (AMC) con
las mejores fuentes de proteinas seleccionadas previamente en un experimento de
digestibilidad aparente y digestibilidad in vitro disefiadas especialmente para la especie E.
morio (Silva et al., 2014). Este tratamiento contiene 47.26% de proteina, 5.5% de lipidos y
20% carbohidratos
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Tabla 31. Composcicion de alimentos en el Tratamiento Experimental de Almidén de Maiz Crudo 20%, lipidos 5.5% y proteinas 47.2 %,

de los juveniles en el experimento de ayuno y realimentacion.

INGREDIENTE (%)
H. Menhaden’ 42.8
H. Camarén’ 5
Calamar fresco’ 5
Proteina de soya* 20
Treonina’ 1.95
Triptofano’ 0.07
Lisina’ 1.23
Leucina’ 0.44
Grenetina® 2
Almidon de maiz crudo’ 20
Vitaminas® 1.5
Stay ¢® 0.03

Andalisis Proximal
(g/100 g de materia seca)

Humedad 5.97%;
Proteina 57.18%
Lipidos 6.9%;

Fibra 2.9%

Cenizas 13.91%
Extracto libre de nitrogeno 14.83%.
Energia calorica (kJ g!) 15 ki/g
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! Harina de pescado Menhaden Special Selection (APLIGEN S.A de C.V CDMX),” Harina de camarén (Comercial Mexicana Merida
Yucatan);. *Calamar fresco (Sisal, Yucatan). *‘Concentrado de proteina de soya (VIMIFOS, México CDMX). *Aminodcidos:Lisina, Treonina,
Leucina y Triptofano (Future Foods S.A. de C.V. CDMX) ¢ Grenetina ; ’Almidon de Maiz y Almidén de papa crudos (Gluten y almidones
comerciales S.A de C.V, México); *Vitaminas: acetato de retinol 18000 (IU kg—1 diet); colecalciferol,2000 (IU kg—1 diet); acetato de alfa
tocoferol, 35; sodium menadione bisulphate,10; tiamina-HCI, 15; riboflavina, 25;, 50;pyridoxina HCI, 5; folic acid 10; cianocobalamina,
0.02; biotina, 1.5; 4cido ascorbico,50; inositol, 400; ROVIMIX STAY C-35 (Importado por ROCHE VITAMINAS Guadalajara Jal.)
Composicion: vit A: 1.200.00 IU: vit B1: 4,800 mg: vit. B12: 4,800 mg: vit B6: 4,800 mg: vit D3: 200,00IU: vit, K3: 2,400 mg: acido folico
1,200 mg; biotin: 48 mg; pantotenato de calcio: 12,000 mg: cloruro de colina 108 g; niacina 24, 000 mg; selenio: 100 mg; yodo 10 mg:
cobalto: 10 mg : cobre: 3,000 mg: hierro 50,000 mg; magnesio: 20,000 mg; zinc: 30, 000 mg; vehiculo 1,00g; antoxidantes: 25 g

V.4.4.-Parametros fisico-quimicos

En los experimentos se registraron diariamente los parametros para evaluar la calidad de agua.
Por la mafana y por la tarde se realizaron las mediciones de temperatura, oxigeno disuelto,

pH y salinidad (multipardmetros de la marca Hach®, modelo HQ40d).
V.4.5.- Metabolitos: Glucosa y glucogeno

Durante cada muestro se sacrificaron 15 peces, se determind la glucosa en plasma, el

glucogeno en higado, presion osmotica, indice Hepatosomatico y hematocrito.

V.4.6.-Estadistica

El Hematocrito, indice Hepatosomatico (IHS) fueron transformados a arco seno; y los valores

de la glucosa transformados a logaritmo.

Para glucosa, glucogeno, actividad enzimatica, IHS y Hematocrito se verifico la homogenidad
con la prueba de homogeneidad de Leven’s Tests. La normalidad se verifico con una prueba

de Shapiro-Wilk.
Para Comparar Alimentacién y Ayuno se utilizéo una ANDEVA simple con prueba de Tukey

Para comparar los periodos de realimentacion se aplico una ANDEVA de bloque anidada con
prueba de Tukey con un valor de significancia de p<0.05. Cuando los datos no fueron
homogéneos se hizo una prueba no-paramétrica Kruskal Wallis con valor de significancia de

(p<0.05). Se utilizo el paquete estadistico Statgraphics version 6.0
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V.5.-Resultados

V.5.1.-Glucosa y Glucogeno en periodo de ayuno realimentacion en E. morio.

Entre el periodo de alimentacion y ayuno los peces no presentaron diferencias significativas
en la glucosa. En el periodo de realimentacion, el nivel mas bajo de glucosa se encontr en
los juveniles con 6 dias de realimentacion (23.6 dl ml™!), el valor mas alto fue registrado en

los juveniles con 1 dia de realimentacion (67.1 dl ml™") (Tabla 32).

Sin embargo el glucdgeno fue encontrado en mayor concentracion durante los periodos de
alimentacion y a los 20 dias de realimentacion (94.4 y 116.8 mg g 'higado), estas diferencias

fueron significativas (p<0.05) (Tabla 33).

Entre el periodo de alimentacion y el de ayuno existieron diferencias significativas en la
concentracion siendo menor durante el periodo de ayuno (94.4 y 73.6 mg g'higado;
respectivamente). Durante los dias de realimentacion se encontrd la menor concentracion de
glucogeno en el dia 1 (p<0.05), y rapidamente se recuperd al dia 4, a partir de este dia las

diferencias no fueron significativas (p>0.05) (Tabla 33).

V.5.2.-Hematocrito e Indice hepatosomdtico en periodo de ayuno realimentacion en E.

morio.

El hematocrito mostr6 diferencias significativas unicamente entre los peces del periodo de
alimentacion y el de ayuno (p<0.05) (Tabla 32), mientras que durante los dias de
realimentacion, el hematocrito no varid significativamente (p>0.05) (Tabla 33). El IHS fue
mayor en el periodo de alimentacion (1.38) que en el de ayuno (0.50). E1 IHS en el periodo de
realimentacion, las diferencia fue significativa, encontrandose el menor valor en los peces con
el primer dia de realimentacién (0.76), y fue ascendiendo hasta encontrar el valor mas alto

(2.62) en el dia 20 de realimentacion (Tabla 33).
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Tabla 32. Glucosa en Plasma (mg.dL-1), Glucdgeno en higado (mg.g-1), Hematocrito (%) se

compararon con una prueba de ANDEVA 1 VIA Tukey y el Indice Hepatosomatico (IHS %)

con una no paramétrica de Mann- Whitney en juveniles silvestres de E. morio en 20 dias de

alimentacion con una tratamiento que contiene 20% de AMC, y 20 dias de ayuno.

Glucosa Hematocrito IHS (%) Glucégeno
Periodo (dl mI') (%) ( mg g 'higado)
Alimentacién 68.15+74°? 34.8+£0.45° 1.38+0.622 9439+8*
(20 dias)
Ayuno 50.93+7.192 36.56 £ 0.42* 0.50+0.10° 73.6+8°
(20 dias)

Promedio + ES.

Tabla 33.Glucosa en Plasma (mg.dL-1), Glucdgeno en higado (mg.g-1), Hematocrito (%),

indice hepatosomatico en diferentes dias de realimentacion (1, 4, 6, 12, 20) se compararon

con una prueba de ANDEVA ANIDADA y el Indice Hepatosomatico (IHS %) con una no

paramétrica de Kruskal-wallis en juveniles silvestres de E. morio en 20 dias de alimentacion

con una tratamiento que contiene 20% de AMC, y 20 dias de ayuno.

Realimentacion

(dias)
1

12

20

Glucosa
(dl mI'Y)

67.07£52%
n=15

50.93 £5.4%

n=15

23.56+5.9°

n=12

25.16+5.6"
n=13

4111+ 642
n=12

Hematocrito
(%)

34.58+0.83 %

n=15

3434 +£8.83 ¢

n=15

36.29 £0.89 °
n=13

36.85+1.152
n=8

35.00£1.08%
n=10

IHS (%)

0.76 £ 0.10 °
n=15

1.40£0.10 °

n=15

1.70 £ 0.10%°

n=15

2.06+0.10 ®

n=15

2.62+0.10%

n=15

Glucégeno
( mg g'higado)

70.01 £ 8°
n=10

90.19 + 8

n=10

107.02 £ &°

n=10

105.17 + &*
n=10

116.8 + &*
n=10

Promedio + ES
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V.5.3. Enzimas reguladoras del metabolismo intermediario en periodo de ayuno

realimentacion en E. morio.

Los peces en el ayuno y la alimentacién mostraron diferencias significativas en la actividad
de HK-I y al GK. La actividad de los peces de HK-I fue mayor durante el periodo de
alimentacion, mientras que la actividad de la GK fue mayor en los peces que estuvieron en el
periodo de ayuno (Tabla 34). La actividad de GK fue significativamente menor en los peces
del 4° dia de realimentacién (0.50 U mg™! proteina) que en los peces del el dia 12, cuando se
obtuvo la mayor actividad (2.60 U mg™! proteina). Los peces entre el periodo de alimentacion
y ayuno mostraron diferencias significativas en la actividad de la PK; el valor mayor se
encontro en los peces que tuvieron el periodo de alimentacion (37.9 U mg! proteina) (p<0.05)
(Tabla 28). Durante los dias de realimentacion, la mayor actividad de la PK se incremento
significativamente en los peces del dia 20 (59.2 U mg! proteina) (p<0.05). En cuanto a la
enzima FBPasa, la mayor actividad fue encontrada en los peces del dia 1 de realimentacion y
esta diferencia fue significativa (84.4 U mg™! proteina) (Tabla 35). Los peces del dia 20 de
realimentacion mostraron los valores mas altos en la actividad de G6P-DH y la 6PG-DH,
enzimas involucradas en la ruta de la via de las pentosa fosfato (p<<0.05) (Tabla 35). Los peces
del dia 1 realimentacion mostraron mayor actividad en la ASAT y ALAT enzimas del

catabolismo de proteinas (p<0.05) (Tabla 35).
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Tabla 34. Actividad enzimatica de las enzimas reguladoras del metabolismo intermediario
en juveniles de E. morio, alimentados con una tratamiento con AMC con un nivel de 20%

durante 20 dias; y juveniles en periodo de 20 dias de ayuno.Analisi estadistico HK-1 y GK
con una ANDEVA 1 Via Tukey (p<0.05) y HK-2, GDH, PK, FBPasa, G-6PDH, 6-PGDH,
ALAT y ASAT fueron analizadas con No paramétrica Mann- Whitney (p<0.05)

Actividad Alimentacion Ayuno
U mg protein™! 20 Dias 20 Dias
Hexocinasa - 1 3.7 + 1.0° 1.0 +  0.14°
Hexocinasa-2 0.78 + 0.142 0.55 + 0.14 #
Glucosa 2.1 + 0.6° 0.52 + 0.6°
deshidrogenasa
Glucocinasa 2.09 + 0.772 0.28 + 0.77°
Piruvato Cinasa 37.9 + 1.8° 12.6 + 1.8°
Fructosa 1,6- 65.81 - 8.2 34.27 + 8.2°
bifosfatasa
Glucosa-6-fosfato 56.1 + 7.3% 63.7 + 732
deshidrogenasa
6-Fosfoguconato 20.91 + 24° 32.67 + 2.4%
deshidrogenas

13.99 + 32 15.27 + 3?
ALAT (U/)
ASAT (U/D) 65.8 + 7.8° 101.7 + 7.8%

PROMEDIO *+ ES. N=10
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Tabla 35. Actividad enzimatica de las enzimas reguladoras del metabolismo intermediario en
juveniles de E. morio, realimentados con una tratamiento con AMC con un nivel de 20%
durante diferentes periodos de realimentacion (1, 2, 4, 6, 12, 20). Andlisis estadistico con
ANDEVA Tukey (p<0.05) y HK-2, ALAT y ASAT HKI1, GDH, PK, FBPasa, G-6PDH, 6-
PGDH, fueron analizadas con No paramétrica Kruskal-Wallis test p <0.05.

PERIODO DE
REALIMENTACION
1 4 6 12 20
Hexocinasa - 1 22+ L7 1.5 + 042 24 + 06* | 23 +£ 099 | 13 <+ 147
b a ab
Hexocinasa - I1 046 + 012|047 £+ 035 124 <+ 025|117 + 046|040 <+ 1.18
a a b b
Glucosa 243 + 037 | 1.6 + 037 22 + 037|194 + 038|036 + 038
deshidrogenasa a a a a a
Glucocinasa 072 + 0.3 050 + 0.3° 08 + 0.3 260 + 032 1.8 + 03
ab ab ab
Piruvato Cinasa 258 + 3.6° | 355 + 36| 195 + 3.6° | 358 + 36% |52 + 3.6
6 1 3 1
Fructosa 1,6- 843 + 69° | 754 + 69° | 234 + 69° | 434 + 286 | 792 + 6.9
bifosfatasa 6 2 .92
Glucosa-6-fosfato | 544 + 6.0° | 424 + 6.0° | 3536 + 6.0° | 547 + 6.0° | 113. + 6.0
deshidrogenasa 3 3 8 9
6-Fosfoguconato | 123 + 2.1° | 209 + 2.1® | 1365 + 2.1Y | 222 + 2.1° | 468 <+ 2.1°
deshidrogenasa 1
ALAT (U/l) 399 + 4 82 + 4 108 + 4° 699 + 5¢ 777 + 4%
ASAT (U/D 120 + 6% | 535 + 6° 450 + 6° 573 + 6° 649 + 6
8 3
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Se registro la imagen de tractos difestivos en diferentes dias de realimentacion, en donde se
puede apreciar como el color del higado cambio de color rojo hacia un color blaquecino en el
ultimo dia de realimentacion (dia 20). El color blanco es indicativo de presencia de glucogeno
(com. Pers, Bannante 1.). En general se aprecio mayor contenido de grasa mesenterial entre

los ciegos pildricos y el intestino.

Figura 27.Tracto digestivo de E. morio: A) peces con 20 dias de ayuno, B) peces con 12 dias
de alimentacion, C) peces con 20 dias de realimentacion.
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V.6.-Discusion
V.6.1- Efecto del ayuno en el metabolismo intermediario de juveniles de E. morio.

En el presente experimento al comparar el periodo de alimentacion con el periodo de ayuno,
los resultados mostraron una disminucién en la reservas energéticas de los peces durante el
periodo de ayuno, los valores del glucégeno fueron significativamente mas bajos en el ayuno
con respecto al periodo de alimentacion (73.6 y 94.4 mg. g!), resultado que se vio reflejado
en la disminucion del IHS, y la disminucién de la glucosa en plasma (Tabla 32). E. morio es
una especie que respondid al ayuno prolongado consumiendo sus reservas energéticas en el
higado. Alrespecto, Segner y Braunbeck (1988) en juveniles de Cyprinus carpio, encontraron
la reduccion de niveles de glucogeno y lipidos hepaticos en peces con 30 dias de ayuno. Estos
ultimos autores encontraron ademas un incremento en la glucogeno fosforilasa en peces en
ayuno prolongado (14 dias). Los autores sugieren que la reduccion de glucogeno y lipidos en

condiciones de ayuno estuvo asociada al incremento de proteinas hepaticas.

En el presente trabajo, en el periodo de restriccion alimentaria (ayuno), la glucosa present6 un
valor mas bajo con respecto al periodo de alimentacion, pero no significativo; quizas la
tendencia de E. morio ante el ayuno, fue a mantener los niveles de glucosa en plasma, lo que

podria sugerir una importante actividad gluconeogénica en el periodo de ayuno.

En el periodo de alimentacion se detecté una mayor actividad en las enzimas que fosforilan la
glucosa dietética, sin embargo, en el periodo de ayuno la actividad disminuyo siendo
significativamente menor en la HK-I y la GK (Tabla 34). La PK, enzima involucrada en la
glucolisis, fue significativamente menor en el periodo de ayuno. Cowey y Walton (1986)
mencionan que la restriccion alimentaria y la realimentaciéon producen diversas
modificaciones en el metabolismo intermediario, dirigidas a mantener la homeostasis del

organismo.

Al evaluar enzimas del catabolismo de proteinas en E. morio, se encontré una mayor actividad
de la ALAT y la ASAT en los peces que estaban en ayuno. Es posible sugerir que dichas

actividades incrementaron para resolver la demanda energética para poder vivir (Tabla 34),
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utilizando la energia a partir de proteinas para la obtencion de ATP, logrando una disminucion

en la masa corporal de los peces, como respuesta fisiologica al periodo de ayuno.

Shimeno et al. (1990), encontraron un aumento en aminoacidos libres asociado al incremento
en la actividad de la ASAT y de la ALAT, con una actividad constante de la glucosa-6-
fosfatasa (G6PT). Por otro lado, en la trucha arcoiris, un pez tipico carnivoro, tuvo un
incremento en la actividad de la GDH y ALAT en condiciones de ayuno (Sanchez et al., 1998
citado por Rodriguez, 2012).

Sin embargo, la FBPasa, enzima reguladora de la ruta gluconeogénica, disminuy6 en el
periodo de ayuno en el E. morio. Es posible sugerir que durante el periodo de ayuno la glucosa
6-fosfato necesaria para la produccion de ATP podria estar siendo producida por la accion de
otras enzimas, como la glucogeno fosforilasa, sobre el glucogeno de reserva, ya que durante
el periodo de ayuno fue clara la disminucién del glucogeno en el tejido hepatico y la
disminucion del IHS (Tabla 27). Meton et al. (2003) reportaron un patron similar en juveniles
de S. aurata, al someterlos a un periodo de 18 dias de ayuno. Se observé un bajo IHS, una
disminucion de la PK, G6P-DH y de la 6PG-DH, pero a diferencia de E. morio, la especie S.
aurata presentd un aumento en la FBPasa. Sin embargo, los niveles de glucosa en plasma de
E. morio, tanto en condiciones de alimentacién como de ayuno, no fueron significativamente
diferentes, lo que podria explicarse precisamente por un mecanismo regulador en estos peces,
muy marcado a partir del incremento de enzimas del catabolismo de proteinas como ALAT y
la ASAT, que fueron en aumento durante el ayuno. Metdn et al. (2003) encontraron valores
similares de glucosa en plasma de S. aurata en ayuno y en periodo de alimentacion. Caseras
et al. (2002) mencionan que los niveles de glucosa en sangre pueden permanecer
relativamente constantes en organismos que tengan una adaptacion metabolica, disminuyendo
sus enzimas hepaticas destinadas a la glucolisis y reguladoras de vias de las pentosa fosfato,
y simultdneamente un incremento en las enzimas gluconeogénicas y del catabolismo de
proteinas, vias que son ademas las principales rutas para obtener energia en peces carnivoros

a partir de aminodacidos, lactato y glicerol (French ef al., 1981; Cowey y Walton 1986).
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V.6.2.- Metabolismo intermediario de juveniles de E. morio en realimentacion.

Los cambios mas significativos en el periodo de realimentacion se presentaron con el
incremento del nivel de glucdégeno y del IHS. Se encontréd la menor concentracion de
glucogeno en el dia 1, presentando una evidente recuperacion al dia 4, hasta alcanzar el valor

mas alto en el dia 20 (Tabla 33).

Los carbohidratos que son almacenados en el higado en forma de glucogeno representan del
1 al 6% del peso total del higado, aunque especies herbivoras como la carpa puede almacenar
hasta el 10%. El glucogeno es rapidamente convertido en glucosa y transportado a las células
donde es requerido. Navarro y Gutiérrez (1995) mencionan que existen muchos factores que
no permiten determinar pequefias variaciones en el glucogeno en tiempos cortos, ya que la
cantidad de glucdgeno en higado puede variar de una especie a otra, y de un individuo a otro.
Se ha observado que en condiciones de ayuno, el glucogeno es generalmente el primer sustrato
en ser utilizado en diferentes especies de peces. Sin embargo, algunas especies como el salmoén
en su ambiente natural, después de periodos de ayuno como consecuencia de la migracion,
muestran poca utilizacion del glucdgeno. Otro caso similar es el de la carpa (C. carpio) que
como se ha mencionado anteriormente, presenta una gran acumulacion de glucégeno como
reserva, y durante largos periodos de ayuno (12 meses) logra mantener el 6% de glucdégeno
en el higado. Este comportamiento se puede explicar porque esta especie presenta un
mecanismo compensatorio de glucosa, derivado del incremento de la actividad
gluconeogénica, que utiliza sustratos diferentes a los carbohidratos para obtener los
precursores energéticos como son los aminoacidos, de manera que es posible la formacion
nuevamente de glucogeno a partir de la produccion de glucosa-6 fosfato (Navarro y Gutiérrez,
1995). En el caso del E. morio, fue posible observar con 20 dias de ayuno, la disminucion de
glucogeno y una recuperacion gradual al paso de los dias de realimentacion, por lo que E.
morio, es una especie que, a diferencia del salmoén y la carpa, utiliza al glucégeno como
sustrato energético durante el ayuno, dejando como segunda opcidn las ruta gluconeogénica.
Otra evidencia que apoya esta idea es que E. morio durante el periodo de ayuno disminuyo¢ la

actividad de la FBPasa (Tabla 34).
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La recuperacion del glucogeno en higado estuvo relacionado con el incremento en el IHS
durante los dias de realimentacion. Los resultados sugieren que E. morio, en los primeros dias
de realimentacion, obtuvo la glucosa necesaria para recuperar sus reservas energéticas en
forma de glucogeno, por via gluconeogénica, ya que la enzima FBPasa, present6 la mayor
actividad en el dia 1 de realimentacion (84.4, U mg™! proteina), asi como la ASAT yla ALAT
presentaron también mayor actividad en el dia 1 de realimentacion (p<0.05) (Tabla 35). Estos
resultados sugieren que E. morio tiene una tendencia a preferir la via gluconeogénica para
recuperarse después de un periodo prolongado de ayuno, es decir, que la glucosa-6 fosfato
endogena (G6P), en los primeros dias de realimentacion, proviene de fuentes gluconeogénicas

y es destinada a compensar el glucégeno en higado perdido durante el ayuno.

Nieto (2012) menciona que en peces existen diferentes mecanismos de recuperacion del
glucdgeno durante los dias de realimentacion. En la carpa, Shimeno et al., (1990) reportan
que los niveles de glucdgeno en el periodo de realimentacion (7 dias), fueron mas elevados
(205%) que los valores de glucogeno en la fase de preayuno. En nuestro experimento, se
observd que E. morio tuvo valores mas elevados de glucogeno desde el dia 6 de
realimentacion, presentando el nivel mas alto en el dia 20 (116.8 mg.g™!), que en el dia 20 de
alimentacion (preayuno) (73.6 mg.g™') (Tabla 33). En el Rhamdia hilarii se encontrd un patron
de recuperacion similar en peces alimentados previamente con una alimento rico en
carbohidratos, y después sometidos a un periodo prolongado de ayuno, Después de 48 horas
de ser realimentados, presentaron una rapida incorporacion de glucosa en forma de glucdégeno
en higado (Machado et al., (1988). Sin embargo, especies como S. salar mostraron que la
concentracion del glucogeno no fue diferente al de los peces control, después de ser
realimentados durante 14 dias (Soengas et al., 1996). Por otra parte, en Rutilus rutilus se
reporta una disminucién drastica del glucogeno en el ayuno, que alcanz6é un estado
estacionario del 30% del glucogeno del control a las 4 semanas de ayuno, para después tener
una rapida recuperacion en el periodo de realimentacion, presentando una estrategia
adaptativa de rapido almacenamiento de energia proveniente de la dieta (Méndez y Wieser,
1993).

Meton et al. (2003) reportan para S. aurata, un mecanismo donde hay disminucion del

glucogeno y de la actividad de enzimas como a GK, PK, PFK-1, 6PD-DH, G6P-DH, un
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incremento de la FBPasa-1 durante el periodo de ayuno, y rdpida recuperacion del glucégeno
y de la actividad de la PFK-1 a las 8 horas, y a 2 dias de iniciar la realimentacion. Los autores
argumentan que existe una actividad acoplada en los primeros dias de recuperacion, la cual se
manifiesta con el incremento de la actividad de la PFK-1 y la FBPasa, es decir, que este pez
logra mantener la glucosa 6 fosfato para recuperar el glucogeno en higado por medio de las
dos vias: la glucolitica y la gluconeogénica. La actividad de la GK, PK, 6PG-DH y G6P-DH,
se incrementan cuando ocurre un tiempo mas prolongado de realimentacion.

En nuestro trabajo se encontrdé la mayor actividad de la FBPasa en el primer dia de
realimentacion; este resultado sugiere que E. morio tiene preferencia por la via
gluconeogénica para recuperarse después del periodo prolongado de ayuno, y que la
incorporacion de las enzimas glucoliticas fue gradual en un tiempo prolongado de
realimentacion. La PK mostr6 su valor més alto en el dia 20 (59.2 U mg! proteina) (p<0.05),
mientras que la mayor actividad registrada de la GK (2.60 U mg! proteina) se observé en el
dia 12 de realimentacion (Tabla 35). Estos resultados sugieren que al encontrarse restaurada
la fuente de glucosa 6 —fosfato, se incrementa la actividad de las enzimas de la via de pentosas:
la G6P-DH y la 6PG-DH, que mostraron los niveles mas altos en el dia 20 de realimentacion

(p<0.05) (Tabla 28).
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V.7.-Conclusiones

1.

E. morio es un pez que, en un periodo de ayuno prolongado, toma al glucégeno como
fuente de glucosa para mantener la homeostasis metabodlica, ya que en este periodo de,
hubo disminucién en las reservas energéticas, donde los niveles de glucogeno fueron
significativamente mas bajos con respecto al periodo de alimentacion.

En el periodo de ayuno no hay una disminucion significativa de la glucosa en plasma,
lo que indica que E. morio presenta mecanismos de adaptacion metabdlica que le
permiten mantener los niveles de glucosa, aun en un periodo de restriccion alimentaria.
El mecanismo compensatorio de E. morio fue deprimir la actividad de las enzimas
glucoliticas y aumentar la de las enzimas del catabolismo de proteinas ASAT y ALAT,
que fueron las que tuvieron mayor actividad en el periodo de ayuno (p<0.5).

E. morio es un pez capaz de recuperar sus reservas energéticas y adaptar su
metabolismo durante los dias de realimentacion. Uno de los mecanismos fue que E.
morio el primer dia de realimentacion se restablece e incrementa la actividad de la
FBPasa, para obtener glucosa 6 —fosfato a partir de la gluconeogénesis. La
recuperacion de las enzimas glucoliticas fue gradual, para el dia 12 de realimentacion
se presentd la mayor actividad de la GK y en el dia 20 se activaron la PK, y las enzimas
de la ruta de las pentosas fosfato (G6P-DH y 6PG-DH) que producen intermediarios
hacia el crecimiento como la ribulosa 5-fosfato y poder reductor para en la produccion

de NADH destinados a la formacion de lipidos.
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VI.-Conclusiones generales

La plasticidad en la comppsicion de presas que presenta E. morio en el medio natural, se
refejo en la capacidad de este pez de adpatarse a alimentos como el almidon por lo que es

posible tener tener las siguientes concluciones al final de este trabajo.

1. E. morio es un pez capaz de tolerar 20 % de inclusion de carbohidratos y mantener sus
niveles de glucosa estable, la glucosa proveniente de los alimentos logré activar la ruta

glucdliticas y disminuir las rutas gluceoneogénicas.

2. La curva de tolerancia a la glucosa de E. morio en peces aclimatados a un tratamiento con
almidon de maiz crudo presentd tiempos de recuperacion de la glucosa dentro de 24 hrs lo que
indica que E. morio presenta los mecanismos enzimadticos para lograr la homeostasis en la

glucosa circundante.

3. El almiddén que mejor fue asimilado fue el de maiz crudo y el de maiz waxy, ya que los
peces alimentados con estos tratamientos lograron crecer mas y acumular energia en forma de
glucogeno, este almidon presento las caracteristicas que le permitieron al mero digerir en un
tiempo mas lento el almidon lo cual favorecié una mejor asimilacion del carbohidrato. Este
experimento sugiere que el almidon de maiz waxy con un 99% de amilopectina, y con mayor
disponibilidad de enlaces a-1, 4glucosidicos, logré acumular mayor cantidad de glucogeno
como reserva energética y los peces alimentados con este almidon también activaron la ruta
de la via de las pentosa fosfato, donde se forma el poder reductor en forma de NADH para la
produccion de lipidos y también proporciona precursores de sintesis de proteinas como la

ribulosa 5-fosfato.

4. Este trabajo sugiere que E. morio puede ser considerado un pez omnivoro que es capaz de
adaptarse a alimentos que contienen carbohidratos y utilizarlos como vias alternas de
obtencion de energia. En peces sometidos a periodos de ayuno, fue posible observar que E.
morio logra mantener su condiciones fisioldgicas estables con niveles de glucosa constantes
utilizando enzimas que intervienen en el catabolismo de proteinas y gluconeogénicas para
obtener glucosa, también utiliza el glucogeno como sustrato energético en periodos de

restriccion alimentaria. Se demostrod que en periodo de realimentacion con un tratameinto que
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contenia almidon las enzimas del metabolismo intermediario de las vias glucoliticas se
restablecieron al ser alimentados con este tratamiento, disminuyendo las enzimas de las rutas

gluconeogénicas.

5. Este trabajo demuestra que es posible la utilizacion de almidones para la elaboracion de
alimentos, sustituyendo un porcentaje de las proteinas por carbohidratos en la elaboracion de
los alimentos que cubran los requerimeintos energéticos que E. morio necesita para crecer,
ya que este experiemto fue utilizado en individuos juveniles, en periodos donde fue posible

evaluar el crecimiento como indicador de asimilacion de los alimentos.
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