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Resumen

El cultivo de atin aleta azul en México esta creciendo a un ritmo muy acelerado. Pero su desarrollo esta llegando al
limite ya que la sardina fresca su alimento natural es escasa, por lo que urge el desarrollo de dietas balanceadas. El
medir la digestibilidad aparente es un instrumento Gtil para conocer los requerimientos de una especie, y esencial
para formular alimentos balanceados. Informacion que no existe para peces como el atin, o para cualquier pelagico
de gran tamafio, ademds que de poderse llevar a cabo el confinamiento de estos organismos resulta dificil tanto por lo
econdmico como por lo accesible. Es entonces necesario desarrollar mecanismos alternos in vitro, que ademas de ser
poder realizarse sean confiables. Es asi que el presente trabajo muestra los adelantos hechos hasta ahora sobre el
potencial digestivo del atin (perfil enzimatico y caracterizacién) y asimilacion de aminoacidos (intestino invertido).
Este ultimo se realizd en tres especies carnivoras con el fin de hacer comparaciones, la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), totoaba (Totoaba macdonaldii) y el atin aleta azul (Thunnus orientalis). El perfil de
enzimas digestivas se llevé a cabo en el atin alimentado con sardina fresca, mientras que la asimilacion fue estudiada

en las tres especies.
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Introduccion

El cultivo de peces marinos, y en particular la del atin es una actividad que esta cobrando
importancia en México ya que al desarrollarse en el mar permite su engorda en encierros marinos
a partir de juveniles capturados del medio natural, denominandolos ranchos atuneros, actividad
que esta creciendo a un ritmo muy acelerado. Sin embargo, su desarrollo puede llegar a su limite
en un futuro cercano, ya que la sardina fresca su alimento natural es un recurso limitante, por lo
que urge el desarrollo de dietas balanceadas. Si bien se establece (Zertuche et al., 2008) que la
pesqueria de la sardina no ha sufrido cambios desde el inicio del cultivo del atin en Baja
California. Este sera sin lugar a dudas “el talén de Aquiles” para el desarrollo de esta actividad
en un futuro, ya que para abastecer la demanda de este recurso se podria crecer ain mucho mas

sin saturar los mercados con el atun.

Hoy en dia existen 18 ranchos atuneros registradas de las cuales sélo 10 estan en operacion con
una produccién entre 3 y 3500 toneladas al afio. La engorda de atun tarda 4 meses, tiempo en el
que cada pieza alcanza los 900 dolares por pieza (entre 20 y 26 US$ por kg, precio al mayoreo).
Cada encierro de atln consiste en una jaula flotante de 50 m de diametro y 20 m de profundidad,
con una capacidad de 100 ton de atun por encierro. Esta forma de engorda hace sumamente
dificil el poder realizar experimentacion in situ para hacer las pruebas pertinentes para el
desarrollo de alimento balanceado. Otra manera ideal seria contar con la infraestructura
necesaria para realizar investigacion en nutricion para conocer, no solo los requerimientos
nutricionales de la especie sino también estudiar el aprovechamiento de los nutrientes
(asimilacién) con respecto al alimento ingerido (digestibilidad) por lo que seria necesario contar
con estanques de gran magnitud dedicados exclusivamente para la investigacion de ésta especie.
Entonces resulta necesario recurrir a técnicas indirectas que nos permita medir la utilizacion y

aprovechamiento de los nutrientes.

La digestibilidad aparente al permitirnos medir los nutrientes aprovechados por el organismo es
una herramienta clave, pero requiere de ser practicada de manera directa. El estudio de sistemas
in vitro para especies domésticas terrestres a pesar de haber sido exhaustivo (Boisen y Eggum,

1991, Van Soest, 1994), por lo general solo consideran el potencial de hidrélisis de la mezcla
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enzimatica que se utiliza sobre el alimento en cuestion sin resolver la absorcion de nutrientes,
donde generalmente la informacion es interpretada como la calidad proteica de un ingrediente
para un organismo determinado (Tanaka, 1973, Ezquerra et al., 1997; Ezquerra et al., 1998). De
esta manera nos da una idea del potencial de digestion de una determinada especie hacia un grupo
de ingredientes determinado y no a lo que realmente podra ser aprovechado por el organismo en

cuestion.

Un modelo novedoso para medir la digestibilidad in vitro es mediante el desarrollo de modelos
dinamicos gastrointestinales in vitro, modelos que fueron creados en el campo de la farmacologia
humana y que han permitido evaluar la permanencia y absorcion de farmacos dentro del
organismo evitando asi la investigacion directa con humanos. Este combinaria los métodos para
medir la digestibilidad in vitro, junto con un sistema para medir la absorcion (asimilacion) de los
nutrientes a traves del uso del intestino fresco invertido del organismo y medir la cantidad de

nutrientes que son absorbidos (Berge et al., 2004).

Lo innovador de este trabajo radica en el generar conocimiento basico sobre la absorcion de
nutrientes (aminoacidos), informacién necesaria para poder implementar este modelo

gastrointestinal dinamico in vitro para el atun.

Materiales y Métodos

Uso de visceras frescas y homogenizados enzimaticos

La absorcion o asimilacion de nutrientes se realiza principalmente en la seccion proximal del
intestino. Ahi se encuentran numerosos paquetes proteicos dedicados al transporte de los mismos
que mediante diversas maneras permiten el ingreso de aminoacidos libres y pequefios péptidos a
través de la membrana cerosa del intestino. EI transporte se lleva a cabo de distintas maneras
siendo més efectivo a través del transporte activo. Es decir, se requiere de la presencia de ATP y

oxigeno para que se lleve a cabo.
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Para que los segmentos del intestino puedan ser utilizados in vitro es necesario que se encuentren
frescos y su funcion celular no haya sido afectada. Para esto, es importante medir la viabilidad

celular, prueba que se remite a medir la actividad de enzimas mitocondriales de la respiracion.

El uso de intestino invertido se ha utilizado desde hace mucho tiempo, técnica desarrollada para
la farmacologia humana en donde intestinos de rata eran utilizados debido a su gran semejanza
con su equivalente en el humano (Daniel, 2004; Fearn and Hirst, 2005). También articulos
anteriores demuestran su utilidad en el estudio de la asimilacion de monogastricos como en el

cerdo y pollo (Kushak y Basova, 1988).

En el Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad Autdbnoma de Baja California
estamos trabajando desde hace 4 afios con el uso de intestino invertido para medir la asimilacion
de aminoé&cidos en distintas especies de peces. La finalidad, aparte de estudiarlo en el caso del
atan, es el poder desarrollar un como modelo para medir la asimilacion en varias especies
acuaticas de manera dinamica (cinética de asimilacién) asi como el potencial de absorcion de

nutrientes.

En peces desde hace muchos afios se han reportado estudios sobre asimilacion en intestino
invertido (Buddington et al., 1987) sélo que a diferencia de nuestra investigacion, dichos trabajos
se concentran a una asimilacion estatica de uno o entre dos aminoacidos. Trabajos que de manera

similar se han reportado para varias especies como el salmon entre otras (Berge et al., 2004).

La asimilacién de aminoacidos a través de una serie de transportadores debe darse dependiendo
de una serie de condiciones que dependa del estado general de salud, dinamica e interaccion de
nutrientes presentes. Es por esto, que pensamos que el estudio de asimilacion in vitro con la
técnica del intestino invertido sea de gran importancia para comprender y estimar el proceso de
una manera global. Por esto, nosotros estudiamos la asimilacion en conjunto mediante el uso de
homogenizados enzimaticos en condiciones lo mas reales posibles y asi estudiar una posible
interaccion entre nutrientes y su efecto integral en el aprovechamiento de los nutrientes, como lo

es el medir la cinética de absorcion.
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Nuestro trabajo consiste en obtener aparatos digestivos de atin directamente del sacrificio en los
ranchos atuneros o de distintas producciones acuicolas. Y con estos se obtienen dos cosas
distintas: el extracto enzimtico para su caracterizacion e hidrolisis de las posibles fuentes de

nutrientes (naturales o balanceados) y el estudio de asimilacion.

Homogenizado enzimético

Los aparatos digestivos se transportan en hielo al laboratorio donde se diseccionan separando las
diferentes zonas (estbmago, intestino proximal, medio y distal, pancreas e higado). Cada seccion
se homogeniza 1:3 (v/v) en una solucion salina (1% NaCl ). EIl extracto se centrifuga (10,000
rpm) durante 15 min y el sobrenadante se dializa contra una solucién amortiguadora (0.08M
citrato fosfatos pH 8.0 y 0.1M glicina-HCI pH 3 para el extracto del estbmago) durante 5 horas a
4°C con recambios continuos de amortiguador. La proteina se cuantifica mediante el método de

Bradford utilizando un kit de Biorad.

Las actividades a medir son las siguientes: Proteasas totales alcalinas: Método de azocaseina
(Sarath et al., 1989). Proteasas totales &cidas (pepsina): Método de Sarath et al. (1989), utilizando
hemoglobina al 2% como substrato. Tripsina: Método de Worthington, (1979) utilizando TAME
como substrato midiendo el cambio de absorcion por el tiempo. Quimiotripsina: método de
Hummel (1959) modificado por Applebaum et al. (2001), utilizando BTEE como substrato,
midiendo el cambio en la absorbancia en el tiempo. Aminopeptidasa: Método descrito por Appel
(1974). Lipasas: Método propuesto por Gjellesvik et al. (1992) y amilasas: Utilizando almidon
como sustrato (Wortington, 1979). La caracterizacion se basd en obtener pHs Optimos y
temperaturas (resultados no mostrados por falta de espacio).

Tasa de absorcion o asimilacion. Intestino invertido

El intestino completo se remueve del pez inmediatamente después del sacrificio y asi es llevado
al laboratorio en un tiempo no mayor a 1 hora. Los intestinos se lavan con solucion Ringer fria
(145 mM NacCl, extra de NaCl para las especies marinas), consistente en 2.5 mM KCI, 1.5mM
CaCly, 1.2 mM MgCl,, 2.5mM KH,PO,4 y 10 mM HEPES a un pH de 7.4. Los pedazos a medir

se cortan en segmentos de 10 cm para el atin y 5 para trucha y totoaba, calculando la proporcién
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de pez con la longitud del segmento proximal. Los intestinos se voltean con ayuda de una aguja
e hilo y empujando con una varilla de vidrio. Se montan en un vaso disefiado especialmente para
este experimento como se muestra en la figura 1, sujetandolo a la varilla (hueca), para de ahi

tomar directamente las muestras a través del tiempo.

i

Fig. 1. Vaso disefiado para medir la asimilacion mediante el intestino invertido en peces

Los frascos deben contener 80mL de una solucién de hidrolizado proteico que en esta ocasion,
con el fin de estandarizar la metodologia se utiliz6 una mezcla con triptona a 50mg / mL
(digerido pancreatico de la caseina) y adentro del intestino se utiliza la solucion Ringer
compensando con NaCl la concentracién de triptona. Para las especies marinas, se debe
compensar la concentracion del agua de mar de acuerdo a lo reportado por Berge et al., 2004).
Con el fin de medir la cinética de absorcion se toman alicuotas de 60pL a diferentes tiempos. Por
el tubo lateral del frasco una mezcla de 95% O, y 5% CO, se burbujea de manera continua para
asegurar la presencia de oxigeno. Con el fin de medir si la absorcién es afectada por el grado de
frescura, intestinos de trucha arco iris fueron utilizados en fresco, a las 8 h postmortem y en

presencia de CO..

La cinética de absorcién y absorcion maxima es entonces comparada con el fin de que se

requiera, ya sea entre especies, diferentes secciones del organismo o diferentes soluciones
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conteniendo hidrolizados proteicos. Todas las alicuotas generadas en estos estudios son

congeladas a -80C para su posterior andlisis en el HPLC.

Disefio experimental

Cada segmento proximal del intestino se mide entre 3 a 6 tiempos diferentes y con un minimo de

triplicado, ya sea al mismo tiempo, o en un bloqueo aleatorio por el tiempo.

Caracterizacion de las fracciones de péptidos y aminoacidos mediante HPLC.

Se utiliza el sistema de Waters AccQeTag™™, (Waters, 1993) para la cuantificacion de los
aminoacos. En la fase estacionaria se usa una columna AccQeTag “Amino Acid Analysis
Column” de fase inversa 4 pm Nova Pak ™ C-15 de 3.9 mm x 150 mm embebida en acetonitrilo /

agua (50% / 50%), con detector de fluorescencia.

Resultados preliminares

La actividad enzimatica en las distintas regiones del atin se mostré una elevada actividad de
pepsina en el estbmago y la actividad de tripsina, quimiotripsina y lipasa que disminuyé del
intestino proximal al distal. La amilasa también estuvo presente a lo largo del aparato digestivo.
La actividad proteésica fue mayor entre los pH 7 y 9 aunque la del tipo de pepsina a 3, mientras

que la actividad de la amilasa fue desde 5 a 9 (Cuadro 1).

La cinética de absorcion mostré una curva sigmoide en donde a los 20 min se lleg6 a la velocidad
maxima en las tres especies (resultados no mostrados). En el experimento con trucha es evidente
la necesidad de la presencia de oxigeno, ya que sin oxigeno y bajo la presencia de CO2, la
absorcion fue significativamente diferente siendo 10 veces menor que la observada bajo
condiciones normales. Por otro lado, a las 8 horas después de haber llegado al laboratorio la
absorcion mostr6 tendencias especiales, como la preferencia de absorcion hacia los aminoacidos

glucogeénicos (glu y ala) (Figura 2 y 3).
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Se observo en general que un 69.2% de los aa absorbidos correspondieron a los esenciales y
30.8% no esenciales. Los aminoacidos se absorben de manera independiente a la concentracién
en la que se encuentran en solucion, donde los dos aa esenciales con menor concentracion en la

solucidn inicial y mayor absorcion fueron la thry ser.

La velocidad de absorcién (Figura 3) y absorcién maxima a los 20 minutos fue 10 veces menor

para las especies de agua de mar que lo que se observo en la trucha arco iris (Cuadro 4 y 5).
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Cuadro 1. Actividad especifica de las diferentes enzimas presentes a través del tracto digestivo del atin aleta azul Thunnus orientalis.

Actividad especifica (U/mg proteina) de extractos crudos

Enzimas pH Estomago Cecae Intestino proximal Intestino medio Intestino distal
Tripsina 8.2 - 13.95+8.0° 0.2620.1° 0.25%0.1° 0.1240.0°
Quimiotripsina 8.1 - 265.7+42.3° 317.1+84.2° 204.660.4% 114.2429.1°
Proteasas alcalinas 8.1 - 16.9+5.8 9.6+2.8° 4.4+2.0° 0.7£0.3°
Pepsina 2.0 41.3£15.3 - - - -

o-Amilasa 6.9 - 37.645.9° 23.846.8% 16.1+3.8" 9.742.9°
Lipasa 7.4 - 27.5+4.6° 3.9+1.1° 2.140.2° 1.5+0.5°
Aminopeptidasa 8.0 - - 0.01+0.0 0.01+0.0 0.01+0.0

Los valores estan dados en promedio y errores estandar de 6 individuos. Las letras diferentes como superindices indican diferencias significativas (P < 0.05).
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10 ] His

Ar

| Thr

Cuadro 2. Absorcion de aminoacidos esenciales en una prueba de viabilidad de tejido utilizando intestinos invertidos

de Trucha bajo condiciones n ormales de oxigeno (02), en presencia de CO2 y después de 8 horas postmortem.

10 _ [] Asp
Ser
8 | .
I Glu
6 |
[] 6ly
4
7 O Ala

Cuadro 3. Absorcién de aminoacidos no esenciales en una prueba de viabilidad de tejido utilizando intestinos
invertidos de Trucha bajo condiciones normales de oxigeno (02), en presencia de CO2 y después

de 8 horas postmortem.
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Cuadro 4. Comparacion en la velocidad de absorcion de aminoacidos esenciales entre diferentes especies utilizando
la técnica de intestino invertido. Secciones de intestino proximal fueron evaluadas durante 30 min. Velocidad dada

como nmol cm? min’?

159- O Asp
139
M Ser
1191
9911 H Glu
79
59 O6Gly
O Ala

Cuadro 5. Comparacion en la velocidad de absorcién de aminoécidos no esenciales entre diferentes especies
utilizando la técnica de intestino invertido. Secciones de intestino proximal fueron evaluadas durante 30 min.

Velocidad dada como nmol cm? min

Viana, M., Rosas, A., Martinez, E., Pefia, E., Shimada, A., Vazquez, R. y L. D"Abramo. 2008. Uso de la técnica del intestino invertido como un modelo de estudio de digestion 131
y absorcién en el atun aleta azul (Thunnus orientali. 121-134 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suarez, Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Ldpez,
David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricién Acuicola IX. 1X Simposio Internacional de Nutricién Acuicola. 24-27 Noviembre.
Universidad Auténoma de Nuevo Leén, Monterrey, Nuevo Leén, México.



Conclusiones y Recomendaciones

Este es el primer trabajo que describe la cinética de absorcion de un pool de aminoéacidos en
peces, resultando de mucha utilidad para predecir el aprovechamiento de la proteina en especies
acuaticas. El potencial digestivo del atin a través de la caracterizacion enziméatica demuestra una
alta actividad de proteasas y lipasas. Es importante notar elevada cantidad de actividad de
amilasa la cual sera importante para la digestion de almidon utilizado en dietas balanceadas. Esta
informacién sera Gtil para desarrollar los homogenizados enziméaticos para la digestibilidad,

necesarios para la evaluacion de la asimilacion con el intestino invertido.

Ya que urge el desarrollo de alimentos balanceados para la industria acuicola del atdn y otras
especies susceptibles a desarrollarse en maricultivos, este trabajo podréa ser la base para estudiar
los requerimientos nutricionales con el fin de balancear alimentos a proteina ideal con una
reducida cantidad de desechos nitrogenados (amigables con el medio ambiente) y un maximo de

eficiencia proteica.

Este método requiere de la utilizacion de intestinos frescos de cada especie ya que se muestran
diferencias de absorcion en la velocidad de absorcion asi como su absorcion maxima. Se
detectaron algunas diferencias entre la preferencia de absorcion de los aminoacidos entre
especies. Es un método econémico y accesible que podra ser implementado facilmente, sin
embargo, aln se requiere hacer mas estudios que determinen el porque la trucha presenta una
absorcion mayor que las especies de agua de mar y su relacion con la conversion alimenticia, asi

como estudiar la absorcion en otros segmentos del intestino.

Este proyecto podra dar un nuevo giro a las evaluaciones de digestibilidad in vitro con
asimilacion, para organismos acuaticos para evaluar el aprovechamiento proteico que es uno de
los parametros mas dificiles de evaluar en un ambiente acuatico, sobre todo cuando se trata de
peces marinos de gran tamafio, como son los tunidos, donde su manejo en el laboratorio es dificil
y costoso. El sistema aqui propuesto, sera de gran utilidad no sélo para determinar el grado de
digestibilidad, sino tambien para estudiar los productos digestibles y su capacidad de ser

absorbidos en un tiempo determinado.
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