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Resumen

El desarrollo del cultivo de peces se ha visto mejorado gracias a los estudios el uso de aditivos
alimentarios funcionales para estimular la capacidad antioxidante, activar los mecanismos de
defensa, mejorar las funciones metabdlicas y optimizar los procesos fisioldgicos ante los riesgos
que conllevan el manejo (estrés), lo que permitird incrementar el crecimiento y supervivencia
de los peces a fin de obtener una mejor produccién acuicola y garantizar el bienestar de los
organismos. Por esta razén, en este estudio doctoral, se evalud la adicién de triptéfano en
corvina (Argyrosomus regius) y pejelagarto (Atractosteus tropicus), asi como la adicién de
vitamina E en el jurel (Seriola rivoliana) para ver el efecto de estos aditivos funcionales sobre el
crecimiento, estado fisiolégico, estrés oxidativo y cambios en la expresién de diversas molecular
relacionadas con el sistema inmune. El primer estudio se realizé con juveniles de S. rivoliana,
donde se evalud la inclusion de 500 mg/kg de a-tocoferol y su efecto antioxidante y a nivel
histolégico; donde se obtuvo una mayor actividad enzimatica antioxidante de Superéxido
dismutasa y Glutatién peroxidasa en higado, asi como un menor porcentaje de area de
cobertura de melanomacréfagos en érganos linfoides en el tratamiento adicionado con a-
tocoferol, lo que demuestra una posible mejor respuesta al estrés en condiciones estandar de
cultivo. Por otro lado, se analizé el efecto del triptéfano (Trp) al 0 y 1% adicionado al alimento
comercial en juveniles de A. regius sometidos a pruebas de estrés por confinamiento y
simulacion de captura. Los resultados indican que los peces alimentados con una
suplementacién del 1% de Trp mostraron sobreexpresion de multiples genes asociados al
sistema inmune en el intestino, lo que afecta principalmente los mecanismos fisioldgicos como
la regulacion del eje hipotdlamo-hipdfisis-interrenal y tiroideo, por lo que la suplementacién con
Trp mejora la resistencia al estrés y mitiga la respuesta aguda al estrés por manejo. Finalmente,
se evalud la suplementacion con Trp (0, 0.25, 0.50, 0.75 y 1.25%) en juveniles de pejelagarto
(Atractosteus tropicus) durante un periodo de 45 dias de alimentacion, para después ser
sometidos a estrés por simulacion de transporte y shock térmico. Los resultados mostraron una
tendencia de mayor crecimiento para los peces alimentados con la dieta suplementada con
1.25% Trp. Es importante enfatizar los beneficios que tiene el uso de aditivos funcionales como
el a-tocoferol y el triptéfano en los alimentos balanceados para peces de interés comercial, lo
gue se ve reflejado en una mejora del sistema inmune, capacidad antioxidante y resistencia al
manejo.

Palabras clave: Aditivos funcionales, resistencia al estrés, a-tocoferol, triptéfano.
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Summary

The development of fish farming has been improved thanks to studies on the use of functional
food additives to stimulate antioxidant capacity, activate defense mechanisms, improve
metabolic functions, and optimize physiological processes in the face of handling risks (stress),
which will increase the growth and survival of fish to obtain better aquaculture production and
guarantee the well-being of the organisms. For this reason, in this doctoral study, the addition
of tryptophan in meagre (Argyrosomus regius) and tropical gar (Atractosteus tropicus) was
evaluated, as well as the addition of vitamin E in longfin yellowtail (Seriola rivoliana) to see the
effect of these functional additives on growth, physiological state, oxidative stress and changes
in the expression of different molecules related to the immune system. The first study was
carried out with S. rivoliana juveniles, where the inclusion of 500 mg/kg of a-tocopherol and its
antioxidant and histological effect were evaluated; where a higher antioxidant enzymatic
activity of Superoxide dismutase and Glutathione peroxidase in liver was obtained, as well as a
lower percentage of melanomacrophage coverage area in lymphoid organs in the treatment
added with a-tocopherol, which shows a possible better response to stress in standard culture
conditions. On the other hand, the effect of tryptophan (Trp) at 0 and 1% added to commercial
feed was analyzed in A. regius juvenile subjected to confinement stress tests and capture
simulation. The results indicate that fish fed 1% Trp supplementation showed overexpression of
multiple genes associated with the immune system in the intestine, which mainly affects
physiological mechanisms such as the regulation of the hypothalamic-pituitary-pituitary-renal
and thyroid axis, so that Trp supplementation improves stress resistance and mitigates the
acute response to handling stress. Finally, Trp supplementation (0, 0.25, 0.25, 0.50, 0.75 and
1.25%) was evaluated in A. tropicus juvenile during a 45-day feeding period, and then subjected
to simulated transport stress and heat shock. The results showed a trend of higher growth for
fish fed the diet supplemented with 1.25% Trp. It is important to emphasize the benefits of the
use of functional additives such as a-tocopherol and tryptophan in balanced feeds for fish of
commercial interest, which is reflected in an improvement of the immune system, antioxidant
capacity and resistance to handling.

Keywords: Functional additives, stress resistance, a-tocopherol, tryptophan.
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1. INTRODUCCION

El consumo de peces per capita ha aumentado un 3.1% en datos registrados en el periodo de
1961 a 2017, sin embargo, los niveles de consumo varian de acuerdo con la regién (paises
desarrollados presentan mayor incremento de consumo contra los paises menos desarrollados)
y las temporalidades (FAO, 2020). Asi mismo, la producciéon de peces por captura ha tenido
fluctuaciones con el paso de los afios, enfocdndose principalmente en especies marinas, como
lo son la anchoveta y el atun, permitiéndole abrir el paso a la actividad acuicola, la cual en 2018
alcanzé una produccién global de 82.1 millén de toneladas (Fig. 1), siendo un aproximado de 50
millones de toneladas solo de peces con escama, sin considerar moluscos, algas y crustdceos
quienes también tuvieron un incremento significativo.
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Figura 1. Produccion mundial de acuicultura y pesca (FAO, 2020).

Si bien, es entendido que con el paso del tiempo se ha ido diversificando la acuicultura a nivel
mundial, la contribucién del continente americano ha sido del 15.7% de produccion anual,
mientras que, en Africa y Europa, se obtuvo una contribucién del 17.9 y 17% respectivamente, a
su vez que la acuicultura continental tuvo una produccion anual de 51.3 millones de toneladas,
siendo principalmente produccién de especies dulceacuicolas (Fig. 2).
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Figura 2. Contribucion mundial regional de pesca y produccién acuicola (FAO, 2020).

La acuicultura mundial crecié un 5.3% por afio en el periodo de 2001-2018, para animales
acuaticos cultivados, a lo que el 4% corresponde al afio 2017 y el 3.2% corresponde al afio 2018;
a pesar de la reduccidn en el crecimiento en estos ultimos afios, comparado con otros sectores
agrotecnolégicos éste ha sido rapido, ya que a su vez ha habido una mayor diversificacién de
paises productores, afiadiéndose paises como Indonesia, Bangladesh, Egipto y Ecuador (FAO,
2018), por lo que se deduce que la contribucién de la produccién acuicola continuard
incrementando constantemente a nivel mundial (Fig. 3). Asia seguird dominando el sector
acuicola, teniendo como expectativa un crecimiento por encima del 33% de produccion acuicola
en Latinoamérica y en donde a nivel mundial se estima que seran cultivados principalmente

especies dulceacuicolas.
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Figura 3. Contribucion de la produccién acuicola en la produccién de organismos acuaticos en
distintas regiones del mundo (FAO, 2020).

1.1 Cultivo de especies de importancia comercial y regional

La acuicultura es pieza clave y fundamental para la economia, seguridad nacional y social (FAO,
2020). Representa una alternativa viable para cubrir la demanda de proteina sin alterar el sabor,
la calidad y la sanidad de los organismos, provocando el avance cientifico y tecnolégico para la
busqueda de opciones sustentables y eficaces.

En ese sentido, y particularmente en referencia a la producciéon de proteina de origen animal, la
acuicultura busca potencializar el cultivo de peces de interés comercial, que sean de rapido
crecimiento, bajos requerimientos nutricionales (de bajo nivel tréfico) y sobre todo de facil



adaptacion a condiciones de cautividad como es el caso particular de las siguientes especies, por
mencionar algunas, y que son el objeto de estudio de esta tesis doctoral:

1.1.1 Jurel, Seriola rivoliana

El género Seriola se produce mundialmente desde hace varios afos, con especies como Seriola
rivoliana, Seriola dumerili, Seriola quinqueradiata y Seriola lalandi, siendo Australia, Estados
Unidos, China, Corea y Japdn los principales productores a nivel mundial (Sicuro y Luzzana,
2016) (Fig.4).
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Figura 4. Distribucién global de produccion de Seriola spp. Fuente FAO 2014. Produccién de
pesca y acuicultura. Periodo 1950-2012 (Fishstat). Estimado por Miller et al 2011.

El jurel Seriola rivoliana, es un pez marino perteneciente a la familia Carangidae, se alimenta
principalmente de peces e invertebrados (Fig. 5). Sus huevos son pelagicos, mientras que al
llegar a la adultez se consideran bentopeldgicos. Su distribucidn es circunglobal, asociado
principalmente a arrecifes con clima subtropical (Fig. 6), habitando en un rango de profundidad
de entre 5y 245 metros (Fishbase, 2021).

Figura 5. Juvenil de Jurel, Seriola rivoliana. Asencio-Alcudia, 2021.
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Figura 6. Distribucion de Seriola rivoliana ((AquaMaps, 2019) (Fishbase, 2021)).

Debido a que se cuenta con escasos estudios sobre su biologia, descrita por Mesa-Rodriguez et
al. (2014) y algunos estudios sobre su larvicultivo (Blacio et al., 2003; Laidley y Shields, 2004;
Teles et al., 2017; Veyrand, 2021), esta especie se encuentra en estudios para optimizar su
cultivo, ya que en paises como Estados Unidos, Japdn y Australia, es considerada como una
especie de acuicultura marina emergente (Roo et al., 2014).

1.1.2 Corvina, Argyrosomus regius

La corvina Argyrosomus regius, pertenece a la familia Sciaenidae, es un pez marino
bentopelagico que habita en un rango de profundidad de entre 15 y 300 metros. Se alimenta de
peces y crustdceos, considerdndose una especie migratoria en respuesta a los cambios de
temperatura (Fishbase, 2021) (Fig. 7) y se distribuye principalmente en el Mar Mediterraneo, la
costa este del Atlantico y el Mar Negro (Haffray et al., 2012) (Fig. 8).

Figura 7. Corvina Argyrosomus regius (Fishbase, 2021).
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Figura 8. Distribucion de la corvina A. regius (AquaMaps, Fishbase, 2021).
Esta es una especie de interés particular para la acuicultura debido a su facil adaptabilidad al
manejo en cautiverio, presentando caracteristicas bioldgicas excelentes para diversificar la
maricultura (Jiménez et al., 2005) con tasas elevadas de crecimiento, asi como también, un
buen indice de conversidon alimenticia (Calderén et al., 1997; Pastor et al., 2002); y es
relativamente nueva en su produccion (Scopece, 2019). Sin embargo, se considera al estrés
como un detonante de un bajo crecimiento en peces cultivados en estanques a diferencia de los
cultivados en jaulas flotantes, por lo que se considera que se requiere un enfoque
multidisciplinario para encontrar las causas de las tasas de crecimiento variables (Duncan et al.,
2013), como el estudio exhaustivo de su biologia, entre otros.

1.1.3 Pejelagarto, Atractosteus tropicus

El pejelagarto (Fig. 9) es un pez dulceacuicola demersal de habitos carnivoros y oportunista que
habita en zonas calidas tropicales, con poca profundidad y bajo movimiento como rios, lagos y
remansos, perteneciente a la familia Lepisosteidae. Se distribuye desde el sur de México hasta
Nicaragua (Fig. 10) (Fishbase, 2021).
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Figura 10. Distribucion pejelagarto Atractosteus tropicus (Fishbase, 2021).

Actualmente, las poblaciones silvestres de A. tropicus se han visto sobreexplotadas por las
actividades pesqueras y crecimiento demografico. Es por esto que se ha buscado establecer su
cultivo acudtico con el objetivo de satisfacer la demanda de esta fuente de proteina a la
poblacién, y aunado a esto, mejorar las condiciones del cultivo de la especie, que favorezcan un
mejor rendimiento en cuanto a crecimiento y calidad del producto.

Es por esto, que el estudio sobre la nutricién y la fisiologia digestiva en peces de importancia
comercial se ha intensificado principalmente con el objetivo de promover una mejor eficiencia
en crecimiento, mejores condiciones en el cultivo que permitan aumentar la respuesta a
factores de estrés y resistencia a posibles patdégenos presentes en el cultivo (Fernandez et al.,
2015., Firmino et al., 2019., Firmino et al., 2020., Gisbert et al. 2021). Bajo este concepto, el
desarrollo de alimentos funcionales para especies donde ya se conoce su fisiologia digestiva y
requerimientos nutricionales, se convierte en una tarea fundamental para que el uso de
suplementos o aditivos ayuden a mejorar la salud, el bienestar, mejor aprovechamiento del



alimento, diestas amigables al ambiente, que modulen el microbioma con lo que la liberacién de
compuestos nitrogenados y fosforados en el ambiente se reducen (Kazoni et al., 2021). Entre
éstos aditivos se encuentran: vitaminas, minerales, aminoacidos, prebiodticos, probiéticos,
enzimas, extractos herbales, por mencionar algunos.

1.2 Aditivos alimentarios

Los aditivos alimentarios han sido conceptualizados como ingredientes o componentes no-
nutritivos, que son incluidos en las formulaciones y afectan tanto quimica como fisicamente las
propiedades de la dieta y a su vez, influyen en el rendimiento de los animales acudticos o de sus
productos (Barrows, 2000), éstos aditivos son cominmente afadidos a la dieta con el objetivo
de influir en la calidad del alimento en las formulaciones comerciales incluyendo aglutinantes de
pellets, conservadores (como compuestos antimicrobianos y antioxidantes) y estimulantes de la
alimentacion (NRC, 2011). De acuerdo a Dawood et al., (2017)., otros aditivos que afectan
directamente el rendimiento y la calidad del producto son los probidticos, prebiéticos,
acidificantes y extractos derivados de plantas y animales (Dawood et al. 2015a,b; Ng & Koh
2016), que a su vez promueven el crecimiento y mejoran algunos indicadores no especificos de
inmunidad en peces (Yin et al., 2009), estimulacién de enzimas digestivas (Jang et al., 2004), y
bienestar en general (Ringg et al., 2010), por mencionar algunos.

1.3 Uso de aditivos alimentarios funcionales

Una de las estrategias de mayor interés que se ha optado a nivel mundial, es el uso de alimentos
funcionales, los cuales agregan un alto valor nutritivo y a su vez, aportan beneficios a la
fisiologia del consumidor, ademas de permitir tener un mayor rendimiento no sélo en la
produccién de proteina de calidad, sino también en la estimulacién del sistema inmune de los
peces. Entre los aditivos funcionales se encuentra la suplementacién de la vitamina E a-
tocoferol y el aminodcido triptéfano, que de manera independiente fueron adicionados en los
alimentos balanceados para los peces de interés en este trabajo.

Por otro lado, los alimentos funcionales permiten un mayor rendimiento en la produccion de
proteinas de alta calidad y en la estimulacidn del sistema inmunolégico de los peces. Entre los
aditivos alimentarios, las vitaminas son micronutrientes esenciales para el desarrollo y
crecimiento de los seres vivos y se utilizan ampliamente en las formulaciones para el cultivo a
nivel comercial. En este aspecto, la mayoria de las vitaminas no son sintetizadas de novo por los
peces, o su sintesis se da a velocidades mas bajas, por lo que no cubren los niveles requeridos.
Por lo tanto, es necesario incluirlos en la dieta ya que tienen funciones muy especificas y con
ello, evitar problemas durante el crecimiento de los organismos ya sea por deficiencia o exceso
(Lovell et al., 1984; Gatlin et al., 1986; Frischknecht et al., 1994; Bowater y Burren, 2007). Es asi
gue los peces cultivados son dependientes de los niveles de vitaminas aportadas en la dieta,
ademads, estos micronutrientes tienden a presentar bajas estabilidades en el agua, lo que
provoca su pérdida y en consecuencia, pueden detectarse malformaciones o problemas en el
desarrollo de los peces por su deficiencia (Fernandez et al., 2018) entre otras cosas.

El interés por el bienestar animal ha aumentado en la ultima década debido a preocupaciones
éticas y legales, asi como su efecto en el rendimiento de crecimiento y calidad del producto



(Ashley, 2007; Noble et al., 2012; Toni et al., 2018). En este contexto, los procedimientos de la
acuicultura convencional a menudo implican la manipulacién de peces fuera del agua por un
periodo de tiempo relativamente prolongado, y su exposicién al aire, lo que provoca estrés,
inmunosupresidon, malestar general, o incluso la mortalidad. En condiciones estresantes, el
sistema inmunoldgico puede deprimirse acentuando el riesgo de enfermedades infecciosas
(Barton, 2002; Kumar et al., 2012; Gisbert et al., 2018; Khansari et al., 2018). En consecuencia,
estudios recientes en el campo de la formulacién de alimentos acuicolas, han llevado al
desarrollo de nuevas estrategias de alimentacién, utilizando los llamados "alimentos
funcionales", para mejorar la sostenibilidad de la produccién de pescado, en lo que respecta al
crecimiento, la supervivencia y la salud del animal por reducir el estrés impuesto durante los
diferentes procesos de manipulacion y/o modulando las funciones inmunes (Olmos-Soto et al.,
2015). Con este precepto, diferentes estudios nutricionales han demostrado que la
suplementacién dietética con aminoacidos esenciales, que a su vez son precursores de otras
biomoléculas importantes, es decir, aminas biogénicas, grupos hemo o purina y pirimidina
(Nelson y Cox, 2013; Andersen et al., 2016), pueden mejorar las funciones fisioldgicas que
regulan las vias metabdlicas en el organismo, incrementando asi la supervivencia, el desarrollo,
el crecimiento, la salud, el bienestar, y reproduccidn en diferentes vertebrados, incluyendo los
peces (Li et al., 2009), como es el caso del aminoacido esencial triptéfano, que al ser precursor
de la serotonina, ha sido objeto de estudio de sus funciones como supresor del estrés en varias
especies de peces, pues los estudios han demostrado que la suplementacion de triptéfano en la
dieta promueve una mejora en varios patrones de comportamiento como es la agresividad, el
dominio y el comportamiento sexual (Sahu et al., 2020).
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2. ANTECEDENTES

Con la finalidad de optimizar el cultivo de especies de importancia en acuicultura, se han
desarrollado estudios con el fin de favorecer el cultivo y determinar las bases fisiolégicas para
garantizar un mejor crecimiento y desarrollo de los organismos acudticos, como es el uso de la
suplementacién alimentaria de aditivos funcionales que tienen el efecto de mitigar factores
estresantes que suelen ser perjudiciales para la produccidn de proteina de calidad y que a su vez
mejoran la respuesta inmune y antioxidante de los organismos acuaticos.

Uno de los aditivos funcionales utilizados ampliamente en la acuicultura, son las vitaminas, que
son micronutrientes esenciales para el desarrollo y crecimiento de los seres vivos, al no
sintetizarse por el cuerpo o bien sintetizarse a tasas inferiores; por lo que, es necesario incluirse
en la dieta para asi evitar cualquier problema durante el crecimiento y fisiologia de los
organismos por alguna posible deficiencia de éstas. En este aspecto, las vitaminas han sido
clasificadas en dos grandes grupos:

2.1 Vitaminas
2.1.1 Vitaminas hidrosolubles

Donde destacamos al dcido ascérbico, que actia como antioxidante, facilita el transporte de
hidrégeno a la célula y participa en la hidroxilacion de los aminoacidos como la prolina,
fenilalanina, triptéfano, lisina y tirosina. En este proceso, destaca la formacién de hidroxiprolina
(que es un constituyente importante del coldgeno), los mucopolisacdridos y el sulfato de
condroitina (que juega un papel esencial en las células dseas, en las células del tejido conectivo
y en las células de los capilares sanguineos). Ademas, el acido ascdérbico, ayuda en la reparacién
del tejido dafiado y se necesita para volver a la forma metabdlicamente activa del acido félico
(Tacon, 1989). Por otro lado, se encuentran las vitaminas del complejo B, entre las que destacan
la tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), piridoxina (vitamina B6), acido pantoténico
(vitamina B5), biotina (vitamina B8), entre otras, y que se encuentran relacionadas
principalmente a mejorar el crecimiento, metabolismo y factor de condicidn (Espe et al., 2020).

2.1.2 Vitaminas liposolubles

Son cuatro las vitaminas de este grupo: la A, D, Ky E. La vitamina A, que de acuerdo a Ross et
al. (2000), juega un papel importante en el proceso de proliferacién y diferenciaciéon celular,
mejorando el crecimiento y desarrollo normal del sistema esquelético. Por otro lado, la vitamina
K, tiene un rol importante en los procesos de coagulacidon sanguinea, asi como también en la
regulacién de las proteinas encargadas de distintos procesos bioldgicos entre los cuales se
encuentra la calcificacidn. Por su parte, la vitamina D, encargada de procesos de diferenciaciéon
celular y crecimiento, igualmente que del metabolismo del calcio y fosforo (Gisbert et al., 2008).
La vitamina E, como unos de los aditivos alimentarios utilizados en la presente tesis doctoral, se
detalla a continuacién.
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2.1.3 La vitamina E (a-tocoferol)

De acuerdo a Etsuo y Kouichi (2019), la vitamina E se refiere a un grupo de ocho compuestos
diferentes: a-, B-, y- y 6-tocoferoles y los cuatro tocotrienoles correspondientes cuya estructura
molecular general estd caracterizada por un anillo de cromanol con una cadena lateral ubicada
en la posicidn C2.. Las formas a de tocoferol tiene tres grupos metilo en las posiciones C5, C7 y
C8 del anillo de cromanol, mientras que las formas B y y tienen dos y las formas & tienen un
grupo metilo.

Tocopherol

Figura 11. Estructura molecular del tocoferol (Etsuo y Kouichi, 2019).

Perteneciente al grupo de las moléculas liposolubles, los tocopheroles y tocotrienoles tienen
una funcién en la proteccién de organismos en contra de la oxidacién de lipidos, ademas de
tener otras funciones bioldgicas especificas en peces y otros vertebrados. Por ello, se considera
uno de los aditivos nutricionales esenciales. Este antioxidante natural reduce el dafio causado
por el desequilibrio fisiolégico en la formacién de radicales libres que producen dafio celular
(Armenta et al., 2015). De esta forma, los tocoferoles actuan protegiendo de los dafios
oxidativos que producen los radicales libres a los acidos grasos insaturados de la membrana
celular y subcelular, ademas de jugar un papel importante en los procesos metabdlicos como la
respiracion celular, la sintesis de ADN y de la coenzima Q, siendo el a-tocoferol la forma
vitaminica mds activa (Tacon, 1989). Los antioxidantes son compuestos que evitan la oxidacion
de moléculas, inhibiendo la formacion de radicales libres o interrumpiendo su propagacién
(Watanabe et al., 1970). La funcién de la vitamina E en la modulacién del sistema inmunoldgico
es esencial para eliminar los productos de la oxidacién bioquimica y regular la expresidon génica,
al interactuar directamente en la regulacion del ADN en rutas de procesos antiinflamatorios y la
expresion génica de enzimas antioxidantes, fortaleciendo las membranas bioldgicas a través de
la proteccion de los lipidos de la membrana, asi como la sintesis de prostaglandinas (Meydani et
al., 2001).

De esta manera, la inclusion de antioxidantes naturales en la dieta para peces, ayuda a
disminuir los dafios causados por la formaciéon de los radicales libres y el desequilibrio del
estatus antioxidante (Armenta et al, 2015). El acido ascoérbico y el a-tocoferol han sido
utilizados en estudios recientes con salmén (Oncorhynchus tshawytscha walbaum)
disminuyendo el estrés oxidativo (Welker et al., 2009), ademas de otros estudios que se han
desarrollado con diferentes antioxidantes para medir los niveles de peroxidacion lipidica en la
tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus) (Huei et al., 2004), la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) (Nakano et al,1999), y el pargo japonés (Pagrus major) (Gao et al., 2012)
ya que el dcido ascorbico ayuda a regenerar a la vitamina E de su forma ya oxidada (Higdon et
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al., 2021). En este aspecto, Dantagnan et al., (2013) analizaron la interaccién de selenio y
vitamina E en dietas para juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) donde se encontré
una disminucidn significativa en los parametros de estrés oxidativo.

2.2 Aminoacidos

De acuerdo con Dietzen (2018), los aminodcidos son compuestos organicos que, al unirse
forman proteinas y son utilizados para cumplir con funciones fisioldgicas y metabdlicas como el
crecimiento, la reproduccién, reparacién de tejidos, como fuentes de energia, entre otras.
Dentro de los aminoacidos se encuentran los aminodacidos condicionales, que como su nombre
lo indica, no son esenciales y se condicionan a presencia de estrés o enfermedades como es el
caso de arginina, cisteina, glutamina, tirosina, glicina, ornitina, prolina y serina; por otro lado, se
encuentran los aminoacidos no esenciales que se refiere a los aminoacidos que el propio
organismo produce y que no es necesario su ingesta a través de la dieta como en donde se
incluyen los aminodcidos alanina, arginina, asparagina, acido aspdrtico, cisteina, acido
glutdmico, glutamina, glicina, prolina, serina y tirosina. A su vez, se encuentran los aminoacidos
esenciales, que al no sintetizarse por el cuerpo, se deben adquirir por medio de la alimentacidn,
como es el caso de la fenilalanina, histidina, valina, treonina, leucina, lisina, metionina,
isoleusina y el triptéfano.

2.2.1 Triptéfano

Es un aminoacido no polar, hidrofébico y aromatico, puesto que posee un anillo con dobles
enlaces resonantes conjugados, que le otorga a la molécula una gran estabilidad estructural y
desprende menos energia en las reacciones en las que participa. Esta cualidad aromatica es
debido a su grupo R (la cadena lateral especifica del aminoacido). Este trata de un grupo indol,
con dos anillos, uno de seis carbonos y otro de 5 carbonos, ambos con enlaces deslocalizados.
Su férmula molecular es C;1H1,N>0, (National Cancer Institute 04).

Figura 12. Estructura molecular del aminoacido triptéfano (PubChem, 2021).
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Se ha demostrado que el triptdfano (Trp) es uno de los aditivos funcionales mas importantes y
eficientes ya que mejora la supervivencia y el crecimiento, al disminuir el comportamiento
agresivo, mitigar el estrés por hacinamiento y mejorar la recuperacion post-estrés en diferentes
especies de peces (Hseu et al., 2003; Hoglund et al., 2005; Hoseini et al., 2012; Herrera et al.,
2017; Azeredo et al., 2017a). Como Trp es un sustrato para la serotonina y la melatonina, se
puede esperar que tenga un papel importante en los estados del comportamiento. Ademas,
también es un sustrato para sintesis de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD); por lo tanto,
hay mayores implicaciones para el transporte de electrones y la generacion de energia en la
célula (Richard et al., 2009). Asimismo, se ha demostrado que este a-aminodcido esencial, tiene
importantes impactos en las funciones inmunes controladas por vias especificas, a través de su
papel como componente estructural de los factores de transcripcién especificos (Mamane et al.,
1999). Recientemente, la corvina (Argyrosomus regius) alimentada con una dieta suplementada
con Trp moduld sus pardmetros inmunoldgicos seroldgicos después del estrés causado por
exposicién al aire (Gonzdlez-Silvera et al., 2018). Sin embargo, solo se dispone de informacién
limitada sobre el impacto de Trp sobre el manejo rutinario de animales en la inmunidad de
tejidos mucosos, y mas especificamente el intestino (Schokker et al., 2015). El estado
inmunoldgico de la mucosa intestinal es clave no solo para el manteniendo equilibrado de la
microbiota, sino también para la prevencién del crecimiento de patégenos. De esta manera, el
Trp modifica muchos genes del sistema inmune que estdn involucrados en la defensa contra
patégenos (Gémez et al., 2013; Ostaff et al., 2013).

2.3 Sistema inmune

Recientemente, se ha estudiado en organismos acuaticos, particularmente en peces, el efecto
del manejo inadecuado sobre el estrés y la inmunidad sistémica (Barton, 2002; Kumar et al.,
2012). Cabe mencionar que la respuesta fisioldgica al estrés es similar entre vertebrados y peces
teledsteos donde se ha determinado la presencia de dos rutas metabdlicas sobre la respuesta a
la estimulacién del estrés: el eje cerebro-simpatico-célula cromafina, responsable de una
liberacion rdpida de catecolaminas circulantes; y el eje hipotalamo-pituitario-interrenal (HPI), a
cargo de la liberacién enddcrina de la cascada que conduce a respuestas secundarias, lo que
induce cambios en metabolitos celulares que finalmente alteran la expresién de genes del
sistema inmunoldgico en peces (Wendelaar-Bonga, 1997; Barton, 2002). Sin embargo, el tejido
linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés) en los peces es bastante diferente
al de los mamiferos (Foey y Picchietti, 2014). Si bien algunas caracteristicas generales de la
inmunidad de la mucosa del intestino se comparten con otros vertebrados mejor estudiados
(Gomez et al., 2013), existen caracteristicas Unicas como una clase de inmunoglobulinas, IgT que
reemplaza a la IgE normalmente asociada a la inmunidad de la mucosa en vertebrados
superiores (Zhang et al., 2010; Mutoloki et al., 2015). Ademas, con el estrés crénico aumentan
los niveles de cortisol hasta un punto en el que el estrés impacta negativamente sobre las
respuestas inmunitarias generales (Richard et al., 2009).

Por otro lado, Kum y Sekkin (2011), mencionan que el sistema de defensa entre mamiferos y
peces es similar, este se divide en innato y adaptativo (adquirido), los cuales presentan
mecanismos de defensa mediados por células y factores humorales. Estas dos divisiones del
sistema inmunoldgico trabajan juntas para destruir invasores o desencadenar procesos de
defensa (Urbinati et al., 2020).
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Procesos de respuesta inmune innata: es la primera linea de defensa contra los agentes
invasores (Ye et al., 2018), los componentes de este sistema son los tegumentos (la piel y el
moco); cabe mencionar que la superficie del cuerpo de los peces presenta una barrera mecanica
contra los microorganismos y organismos acuaticos, ya que presentan compuestos
antimicrobianos como las lectinas, complemento, lisozima, y péptidos antimicrobiales (Urbina et
al., 2020), los componentes celulares los granulocitos, monocitos, macréfagos y células natural
Killers y los componentes humorales como el sistema del complemento c3 (c3) es una red
compleja de proteinas plasmaticas y séricas asociadas a la membrana que pueden provocar
respuestas inmunitarias inflamatorias y citoliticas altamente eficientes y estrictamente
reguladas a organismos infecciosos (bacterias, virus, parasitos), tejidos dafiados por efectos
fisicos, quimicos, etc (Dunkelberger & Song., 2010). El complemento se considera un efector
multifacético y robusto, que une a los sistemas inmunitario innato y adaptativo este vital
importancia para la defensa del hospedero y su alcance es cada vez mds apreciado a medida
que se descubre informacidon adicional sobre los efectos de su activacidn, es asi que el
complemento se puede activar a través de tres vias: clasica, lectina y alternativa. De acuerdo
con Dunkelberger & Song., (2010), la ruta cldsica se activa cuando Clqg se une al anticuerpo
unido al antigeno, activando C1r y Cls, que se adhieren a C4 y C2. La ruta de la lectina se activa
cuando la lectina unida a manosa (MBL) encuentra formas de carbohidratos patdégenos
conservados, activando la serin-proteasas asociadas a MBL (MASP) y se adhiere nuevamente C4
y C2. Los productos de C4 y C2 forman la convertasa C3 de la ruta clasica y de la lectina, C4bC2a,
que bifurca C3 en C3b y C3a. Una segunda molécula de C3b puede asociarse con C4bC2a para
formar la convertasa C5 de las vias clasica y de lectina, C4bC2aC3b. La via alternativa (AP) se
activa cuando C3 se somete a hidrélisis espontanea y forma la AP C3 convertasa inicial, C3 (H,0)
Bb, en presencia de los factores B y D, lo que conduce a una escisién adicional de C3 y la
formacién eventual de la AP C3 convertasa (C3bBb) y AP C5 convertasa (C3bBbC3b). La
properdina facilita la activacion de AP estabilizando a las AP convertasas. Las tres vias culminan
en la formacidn de las convertasas, que a su vez generan los principales efectores del sistema
del complemento: anafilatoxinas (C4a/C3a/C5a), el complejo de ataque a la membrana (MAC) y
opsoninas (C3b). Las anafilatoxinas son potentes moléculas proinflamatorias derivadas de la
escision de C4, C3 y C5. El MAC es un conjunto terminal de componentes del complemento C5b
a C9, que puede lisar directamente las superficies objetivo. C3b induce la fagocitosis de dianas
opsonizadas y también sirve para amplificar la activacién del complemento a través del AP.

El sistema de enzimas antimicrobiales: defensina (def), hepcidina (hep), piscidina (pis)
consideradas dentro del mecanismo de defensa natural, son proteinas de defensa contra las
bacterias; es un mecanismo de defensa previo al desarrollarlo de la respuesta inmune
especifica; por otro lado, se encuentran los mediadores no especificos como son las
interleucinas y el interferdn tipo 1 (ifnl), proteina mx (mxp), interleucina 1b (il-1 b), factor de
necrosis tumoral l1la (tnfla) e interleucina 10 (il-10) donde las citoquinas funcionan como
mediadores proinflamatorios, inhibiendo el crecimiento de patdgenos, y a su vez, ayudan en la
resistencia a infecciones virales. En el caso de las interleucinas, éstas regulan el inicio,
mantenimiento y amplificacion de la respuesta inmune, estimulando a las células T
promoviendo la secrecidon de cortisol, la explosidon respiratoria y el factor activador de
macréfagos en leucocitos. La lisozima (lys) y ciclooxigenasa (cox2) que promueven la
inflamacidén causando lisis osmdtica por medio de las enzimas hidrolasas que modifican la carga
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microbiana, lisando la pared celular e inactivando la endotoxina bacteriana y/o componentes
virales.

Una de las funciones de las células de defensa del sistema innato es la de promover la conexidn
con el proceso inmune adquirido, unién que se realizan a través de las células presentadoras de
antigeno (células dendriticas y macrdéfagos) que una vez procesadas, se presentan a los
linfocitos T para unirse al sistema de histocompatibilidad clase 2, iniciando la respuesta
adquirida mediada por células (Uribe et al., 2020); este sistema de defensa adaptativa, estd
relacionada con la eliminacidn del patdgeno en una etapa tardia y la produccion de memoria
inmunoldgica (Ye et al., 2018).

Por otro lado, el gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (gapdh), se ha demostrado que bajo
ciertas condiciones de estrés aumenta su expresion y puede proveer un beneficio de produccién
de energia y a su vez, mejorar otras rutas metabdlicas relacionados al balance de energia como
fue demostrado en la lobina europea (Dicentrarchus labrax) por Azeredo et al. (2017).

A diferencia de los mamiferos, los peces teledsteos tienen un sistema inmune menos
diferenciado, ya que no cuenta con ganglios linfaticos ni médula ésea. Sin embargo, al igual que
otros vertebrados, cuentan con el tejido linfoide asociado al intestino que actia como un
sistema de defensa y provoca una respuesta inmune (Jostes et al., 1996). Asimismo, el rifdn
cefalico que funciona como dérgano linfoide, actia en conjunto con el timo y el bazo (Press &
Evensen, 1999). Por otra parte, la presencia de los melanomacréfagos, que son depdsitos de
hemosiderida (melanina y lipofuscinas) pueden estar relacionados a hemorragias severas, por lo
que un manejo inadecuado de los peces provoca la liberacién de hemoglobina y pigmentos
biliares, lo que desencadena un mecanismo de defensa con el incremento en
melanomacroéfagos en diversos érganos como son el bazo, higado y rifién cefdlico. En este
sentido, Korun y Timur (2008), consideran que el aumento de melanomacréfagos es un
bioindicador de estrés ambiental, lo que provoca un incremento en la capacidad fagocitica.

2.4 Sistema antioxidante

Los procesos celulares para la produccién de energia necesitan O,. Sin embargo, el exceso de la
produccién de éste conlleva un desequilibrio y daino debido a la formacién de especies reactivas
del oxigeno (ERO) como los radicales libres (superéxido) y el peréxido de hidrégeno, que son
generadas durante su oxidacion o metabolismo celular (Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez,
2013). Para contrarrestar estos dafios, se cuenta con el sistema antioxidante, compuesto por
enzimas, nutrientes y secuestradores de electrones encargados de reducir o eliminar los ERO’s,
previniendo asi el dafio oxidativo (Fig. 13) al evitar la produccién excesiva de especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno, mientras mantiene las concentraciones fisioldgicas y accién
vasodilatadora de 6xido nitrico (NO).
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Figura 13. Funcion sincronizada de enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx. (Saez et al., 2015)

Dentro de las enzimas antioxidantes, se encuentran la enzima superdxido dismutasa (SOD) que
se encarga de catalizar la dismutacién del radical superdxido O,  y convertirlo en oxigeno (0,) y
perdoxido de hidrégeno (H,0,). La catalasa (CAT) que es una oxidoreductasa, cataliza la
descomposicion de H,0, en oxigeno y agua antes de salir de la célula, utilizando al grupo hemo
(Fe) y el manganeso como cofactor. El glutation peroxidasa (GPx) que cataliza la oxidacion de
glutation o glutation disulfuro, utilizando al perdxido de hidrégeno y usando como cofactor al
selenio, protege las células de la formacién de hidroperdxidos lipidicos, y a la membrana celular
de la peroxidacidn lipidica y posterior muerte celular.

2.5 Pruebas de estrés

El estrés se ha definido como una cascada de eventos fisioldgicos que ocurre cuando un animal
intenta recuperar la homeostasis frente a un factor estresor identificado y los subsiguientes
cambios neurales, hormonales, metabdlicos, idnicos e inmunoldgicos (Fig. 14). Se cree que la
respuesta aguda al estrés es adaptativa, requiere energia adicional para mantener el
funcionamiento de los sistemas bioldgicos activados por factores estresantes y provoca la
desviacidn de fuentes de energia de otros procesos de la vida para permitir que el individuo se
concentre en la supervivencia (de Fatima Pereira et al., 2021). Ya que al percibir el estrés se
desata una cascada de respuestas iniciada por el aumento de catecolaminas y cortisol en el
torrente sanguineo a través del eje hipotalamo-hipdfisis-interrenal, lo que posteriormente
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provoca cambios a nivel osmorregulatorio y celular, hematoldgicos y/o inmunoldgicos, que
llevan a la respuesta terciaria al estrés donde se percibe baja resistencia a enfermedades, bajo
crecimiento, nado y respiracion dificultosa, alteracién en el comportamiento, etc. (Fig. 15).
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Figura 14. Diagrama general de la respuesta al estrés en teleosteos (Wendalaar-Bonga., 1997).
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Figura 15. Sistema de respuesta al estrés en peces (Animal welfare in modern production
systems for fish, 2021).

En este contexto, resulta imprescindible reducir el impacto del estrés a través de suplementos
dietéticos (Shimon y Avtalion, 2021). Por tanto, la finalidad de este estudio fue evaluar el efecto
de factores estresantes (exposicidon al aire y confinamiento/simulacion de captura) en tres
especies de peces de importancia comercial utilizando la suplementacién de la vitamina E (a-
tocoferol) en el jurel y el aminodcido triptéfano (Trp) en corvina y pejelagarto sobre la
capacidad antioxidante y respuesta del sistema inmune.
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3. JUSTIFICACION

La acuicultura es la actividad de produccidn de alimento de mayor crecimiento a nivel mundial,
por lo que los sistemas de produccidn han sido intensificados, lo que podria repercutir en la
aparicidon de enfermedades asociados al hacinamiento durante su cultivo, lo que a su vez puede
provocar grandes pérdidas econdmicas. Es asi que se ha optado por el desarrollo de alimentos
funcionales, los cuales son suplementados con diferentes biomoléculas como los aminoacidos y
vitaminas, entro otros aditivos. De esta forma, el uso de estos aditivos funcionales como el a-
tocoferol permite mejorar la respuesta del sistema inmune ante el estrés oxidativo y la
liberacion de radicales libres ocasionados durante un manejo inadecuado de los peces.

De esta manera, se ha generado un gran interés por estudiar los efectos de la suplementacién
de diversas biomoléculas funcionales en los alimentos balanceados que son administrados a
especies de importancia comercial en la acuicultura como es el caso del jurel (Seriola rivoliana),
gue se encuentra en estudio para la optimizacidon de su cultivo industrial a nivel mundial. Por
otro lado, otra especie con alta demanda en el sector comercial europeo es la corvina
(Argyrosomus regius), por lo que se continua en desarrollo la implementacién de nuevas
estrategias que permitan un mejor rendimiento de proteina, sobrevivencia y salud en el medio
de cultivo. Lo mismo ocurre con el cultivo del pejelagarto (Atractosteus tropicus) que representa
una importancia comercial regional en el sureste mexicano, y que ademas ya se cuenta con
estudios basicos sobre su fisiologia y su cultivo. Dicho lo anterior, es de vital importancia
continuar con la implementacién de aditivos funcionales en el alimento, como el a—tocoferol y
el triptéfano, con el fin de mejorar la salud y contrarrestar los posibles efectos del estrés
inducido por diferentes practicas de manejo durante el cultivo.
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4. HIPOTESIS

La adicion de aditivos funcionales como el a-tocoferol y el triptéfano mejoran la respuesta en
condiciones de estrés de las especies en estudio (S. rivoliana, A. regius y A. tropicus), lo que
eficientiza su producciéon, aumenta su capacidad inmunoldgica y respuesta ante el estrés
ocasionado durante su cultivo. Lo anterior ha sido demostrado en otras especies donde estos
compuestos son especie-dependientes, lo que permite cubrir el requerimiento de dichos
aditivos en estas especies.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetico general

Evaluar el efecto de aditivos funcionales alimentarios en peces de importancia comercial,
sobre la capacidad antioxidante y respuesta del sistema inmune, estimulados por estresores
comunes en practicas acuicolas.

5.2 Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la inclusion en el alimento de 500mg/kg del antioxidante a-tocoferol
sobre el crecimiento, los niveles de melanomacréfagos y la actividad de enzimas
antioxidantes durante el cultivo de juveniles de Seriola rivoliana.

2. Evaluar el efecto en la inclusion de triptéfano al 1% en el alimento sobre los niveles de
expresion de genes relacionados al sistema inmune de la corvina (Argyrosomus regius)
expuesto a condiciones de estrés (exposicidn al aire y persecucion).

3. Analizar el efecto de dietas suplementadas con 0%, 0.25%, 0.50%, 0.75% y 1.25% de
triptéfano, sobre el crecimiento de juveniles de Atractosteus tropicus expuesto a
pruebas de estrés mediante la simulacién de transporte a piscifactoria (disturbio
mecdanico 115 rpm) y estrés por shock térmico (18° C).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Bioensayo 1.- The antioxidant effect and stress-protective role of a-tocopherol
supplementation in compound diet on lymphoid tissues of longfin yellowtail (Seriola
rivoliana) juveniles

6.1.1 Medidas de crianza, muestreo y crecimiento

Treinta dias después de la eclosion, los juveniles de Seriola rivoliana (3.17 + 0.17 g) fueron
donados por la empresa Rancheros del Mar S.A. de C.V. Los peces fueron aclimatados durante
una semana en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste SC (La Paz, Baja California
Sur). El bioensayo consistid en dos tratamientos: dieta experimental suplementada con 500 mg
Kg a-tocoferol™ y la dieta control (sin suplementacién de a-tocoferol). El experimento se realizd
por triplicado, donde cada tina de 100 L de capacidad contuvo 20 juveniles. Cada tanque estaba
conectado a un sistema de circulacion abierto, para lo cual se realizaron recambios de agua del
100% de las tinas cada semana. Durante el experimento, se evalud diariamente los siguientes
parametros de calidad del agua: oxigeno disuelto (6,0 + 1,0 mg L), temperatura (24 £ 1 2C) y la
salinidad (37 £ 1 ppm). Los peces se mantuvieron bajo fotoperiodo natural (12 h de luz: 12 h de
oscuridad).

A lo largo del experimento, los peces fueron alimentados 45 dias con la dieta comercial Marine
Mx Fish Skretting, la cual fue finamente molida (80 um) y posteriormente se mezclé con agua
(400 mL Kg™ de dieta seca) y se afiadieron los 500 mg de a-tocoferol por Kg de dieta (Ref T3376
Sigma- Aldrich, St. Louis, EE.UU.). La dieta control consistié en la misma dieta comercial que se
volvié a granular sin suplementacién de a-tocoferol a 2 mm de didmetro y se secé a 40 °C
durante 24 h. La composicién proximal de las dietas se muestra en (Tabla 1). La proteina se
calculd segun el método de Kjedahl; los lipidos totales segun Folch et al (1965); El porcentaje de
humedad se calculé después de un calentamiento a 105°C y el contenido de cenizas después de
la incineracién (550°C) por diferencia de peso entre ellos. Ambas dietas (control y
suplementada) se almacenaron a 4° C hasta su uso. La tasa de alimentacién de los peces se
establecio en un 5% del peso corporal por dia y se ajusté a medida que los animales crecian
mediante la realizacion de biometria quincenales. Esta investigacion cumplid con los
Lineamientos del Consejo de la Unién Europea (2010/63/EU) y el Gobierno de México (NOM-
062—Z00-1999) para la produccion, cuidado y uso de animales de experimentacion, y con los
lineamientos ARRIVE.
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Tabla 1. Ingredientes y composicién proximal de las dietas experimentales. Los valores (n = 3
por tratamiento) se expresan como media + desviacion estandar (p <0,05). * El contenido de
proteina se determiné usando factor de proteina (6.25) NFE: Extracto libre de nitrégeno: % de
nutrientes no evaluados. Los valores son medias de tres determinaciones + DE. Extracto libre de
nitrégeno (NFE) = 1000-(humedad g kg™ + proteina bruta g kg™ + extracto de éter g kg™* +
ceniza g kg™ + fibra bruta g kg).

-tocopherol

Treatment Proteins® % Lipids % Humidity % ash % NFE* % :
mg/100gr
Control 47.85 16.01 10.1 10.38 15.66 9.945
>00mg/kg oc- 46.72 14.83 12.66 10.29 15.5 50.348

tocopherol

6.1.2 Evaluacion y muestreo de crecimiento

Cada quince dias se calcul6 el crecimiento (longitud total y peso corporal himedo) y el consumo
diario de alimento. Con los datos de crecimiento se calculé el indice de Condicién de Fulton (K
de Fulton) para ambos tratamientos. Para cada medida biométrica, los peces fueron
previamente anestesiados con 8 mL L™ de 2-Fenoxietanol (56753 Sigma-Aldrich, Missouri,
United States ). Al final del experimento (45 dias), tres peces por tina fueron sacrificados por
una dosis del anestésico, diseccionados (n=3 por tratamiento dietético) y con ello, se obtuvieron
las muestras de tejido de higado, bazo y rifidn de la cabeza, se seleccionaron al azar para su
posterior analisis.

6.1.3 Andlisis histoldgicos

Para los andlisis histoldgicos tres peces por tina fueron sacrificados con una sobredosis de 2-
fenoxietanol, para obtener las muestras de rifidn cefdlico y bazo de cada pez se fijaron en
solucién de Davidson. Los tejidos fijados se deshidrataron en concentraciones ascendentes de
etanol de 70% a 100%, luego se incrustaron individualmente en bloques de parafina y se
seccionaron en secciones sagitales en serie (5 um), utilizando un micrétomo rotatorio. Los
portaobjetos se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E) (Humason, 1979), para realizar las
observaciones de melanomacréfagos (MMC). Las secciones de tejido se montaron
permanentemente en resina sintética (Entellan, Merck Millipore). Las secciones se examinaron
al azar con un microscopio Optico y se digitalizaron a alta resolucién (600 dpi; 20 x) y se
procesaron tres imagenes seleccionadas al azar con el software Image-Pro Premier v.9.0 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EE.UU.). El porcentaje de cobertura para MMC en el rifién y el
bazo de la cabeza del juvenil de Seriola rivoliana se realizdé por la acumulacién de pigmentos
resultantes del dafio celular. En todos los casos, el método estandarizado de analisis de
imagenes de Rodriguez-Jaramillo et al. (2008), fueron adoptados:
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HK-MMC (%) = MMCA/TIA x 100 (1)
Spleen-MMC (%) = MMCA/TIA x 100 (2)

Donde MMCA, melanomacrofagos area (en ;,Lmz), y TIA es el area total de la imagen (pmz), HK-
MMC melanomacroéfagos en el rifidn cefalico y bazo-MMC melanomacréfagos en el bazo.

6.1.4 Actividades enzimaticas antioxidantes

Los segmentos de tejido (bazo e higado) se homogeneizaron usando Ultraturax en 5 volimenes
(w / v) de agua destilada fria (4 °C) y se centrifugaron a 16,000 g por 15 minutos a 4 °C . El
sobrenadante se recuperd y se almacend a -80 °C hasta su uso. Los niveles de glutation
peroxidasa (GPx) de higado y bazo se determinaron cinéticamente usando el kit de ensayo de
actividad celular de glutatién peroxidasa (Sigma-Aldrich, MI, EE.UU.). Las actividades de la
enzima catalasa hepatica y del bazo (CAT) se determinaron utilizando el kit cinético especifico
(Cayman Chem., Ann Arbor, MI, EE.UU.). Se utilizé el kit de ensayo de superéxido dismutasa
(SOD) (Sigma-Aldrich Corp., MI, EE.UU.) para examinar las actividades en el bazo y el higado. Las
actividades de las enzimas antioxidantes se normalizaron con el contenido de proteinas solubles
utilizando la técnica de Bradford (1975).

6.1.5 Analisis estadistico

Para verificar la distribucidn normal de peso, crecimiento e indice de Fulton se utilizé la prueba
de Kolmogorov-Smirnov y para los andlisis histoldgicos se dispuso la prueba de Shapiro-Wilk.
Como los datos cumplen con estos supuestos de la estadistica paramétrica, se realizé un analisis
de prueba de Student-T y Wilcoxon para determinar la existencia de diferencias entre
tratamientos (P <0.05). Para todos los andlisis se utilizé el software Graph Pad Prism 9 (La Jolla,
CA, EE. UU.).

6.2 Bioensayo 2.- Stressors Due to Handling Impair Gut Immunity in Meagre (Argyrosomus
regius): The Compensatory Role of Dietary L-Tryptophan

6.2.1 Mantenimiento de peces y dietas experimentales

Los peces utilizados en este ensayo (n= 150) se obtuvieron de la Estacién piloto de piscicultura
en Olhdo (EPPO) del Instituto Portugués de la Atmdsfera y el Mar (EPPO-IPMA, Olhdo, Portugal)
y mantenido en cuatro tanques de recirculacién de agua de mar (600 L; 25 peces cada uno) en el
IFAPA Centro Agua del Pino (Cartaya, Espafia).

El peso corporal (BW) de los peces fue 105.0 + 2.6 g (media + desviacién estandar). La
temperatura del agua se mantuvo a 19.,0 + 1.0 ° C con un caudal de 2 m*> h™ y 33 PSU. El
fotoperiodo fue natural (N37 ° 13'4.31"), y los peces fueron alimentados con una dieta
comercial (L4-Alterna, Skretting, Burgos, Espafia; 47% de proteinas, 20% de lipidos, 7% de
ceniza, 4% de celulosa, 1% de fosforo total y 18 MJ kg™ energia) a una tasa de alimentacién del
1% de peso corporal por dia™. Se aclimataron los peces a las condiciones experimentales
durante 21 dias antes del inicio de la prueba.
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Para el estudio, la misma dieta comercial que se utilizdo durante el proceso de aclimatacion se
usé para la alimentacion durante la fase del estudio. En particular, los pellets se molieron
finamente y luego se mezcla con agua (400 ml kg™ pienso seco) y Trp (Ref. T0254; Sigma-Aldrich,
St. Louis, EE. UU.) para lograr una concentracion final del 1% en peso seco. Luego, la mezcla se
granuld en 2 mm de didmetro y se corté en tiras de 20-25 cm longitud donde se secaron a 60 ° C
durante 24 h, para posteriormente cortar en granulos de 2 a 3 mm de tamafio. Al mismo
tiempo, la mitad del alimento comercial se volvid a granular sin la suplementacién de Trp, y este
lote de pienso se utilizé como dieta de control. Ambas dietas, control (C) y experimental (T) se
almacenaron a 4°C hasta su uso.

6.2.2 Diseio experimental

Los peces fueron alimentados durante 7 dias (dos tanques por tratamiento) antes de evaluar el
impacto del estrés por manejo sobre la inmunidad local del intestino. Se utilizaron los dos tipos
de factores estresantes anteriormente descritos por Gonzdlez-Silvera et al (2018). Un
tratamiento de estrés por exposicion al aire (A), en el que todos los peces de cada tanque
experimental fueron capturados con la red y se mantuvieron fuera del agua durante 3 minutos,
y luego se regresaron a sus respectivos tanques experimentales; y un tratamiento de estrés por
confinamiento/simulacion de captura (N), en el que los niveles de agua en los tanques
experimentales se redujeron (hasta 20 cm) y luego, los peces fueron perseguidos con una red
(sin exposicion al aire) durante 3 min. Este procedimiento se repitié cada 10 min durante 1 h. Al
finalizar ambos tratamientos (A y N), los peces fueron sacrificados y se recolectaron muestras de
intestino a la 1y 6 h post-estrés (1H y 6H). Para evaluar si los factores estresantes tuvieron un
impacto en la funcién inmunoldgica intestinal local en corvina, y para establecer una linea de
base para estudios comparativos se colectaron muestras de cada grupo experimental (Cy T =
control y dietas con triptéfano, respectivamente), las cuales fueron tomadas antes de los
episodios de estrés (B = linea de base).

Para fines de muestreo de tejidos, los peces de ambos tratamientos fueron sacrificados en los
diferentes puntos de muestreo (B, 1H y 6H) con una sobredosis de anestésico (> 1 ml L™ 2-
fenoxietanol, Sigma, EE. UU.). Los peces (n= 6 por punto de muestreo y condicion experimental)
fueron disectados para obtener su sistema digestivo y una porcién del intestino anterior (aprox.
1 cm de longitud). Cada porcién del intestino incluia mucosa, submucosa y fibras musculares, ya
gue la fina capa muscular no se pudo eliminar de las muestras intestinales. Luego, las muestras
de tejido se fijaron a 4 ° C durante 24 h en RNAlater ® (Invitrogen, Waltham, EE. UU.) y
congelado a -80 ° C hasta el analisis (Extraccién de ARN).

El experimento cumplié con las directrices del Consejo de la Unién Europea (2010/63/UE) y
Gobierno de Espafia (RD1201/2005; RD53/2013 y ley 32/2007) para el uso de animales de
laboratorio. Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica de la
IFAPA (Sevilla, Espana).

6.2.3 Extraccion de ARN total y sintesis de cDNA

El ARN total del intestino anterior se extrajo utilizando el kit Mini RNeasy (Qiagen, Hilden,
Alemania) segun instrucciones del fabricante. La concentracién y pureza del ARN se determiné
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por espectrofotometria (NanoDrop2000, Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espaiia) midiendo la
absorbancia en A = 260 y 280 nm. La integridad del ARN extraido fue verificada con visualizacién
de las bandas de ARN ribosédmico 28S y 18S por separacion electroforética en un gel de agarosa
al 1,2%. Para la sintesis de cDNA, el ARN se transcribié de forma inversa en 20 pl por volumen
de reaccién con 2 pg de ARN total usando SuperScript ™ Sistema de sintesis de primera cadena
para RT-PCR (Invitrogen, Waltham, EE. UU.) Con oligo (dT) (0,5 pg wl™), primers hexameros
aleatorios (50 ng ™) y 10 mmol L™ de mezcla de dNTP, tampdn RT 10 x [200 mmol L™ de Tris-
HCl (pH = 8.4), 500 mmol L™ de KCl], 25 mmol L™ MgCl,, 0,1 mol L™ DTT, RNaseOUT (40 U ul-1),
y SuperScript ™ Il RT, seguido de tratamiento con ARNse H. El cDNA resultante se diluyd 1:20 en
agua tratada con DEPC, y las diluciones preparadas se utilizaron para el analisis de la expresién
génica.

6.2.4 qPCR en tiempo real

Las reacciones de gPCR se realizaron para los seis individuos por tratamiento por duplicado en
un CFX96 Touch ™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Madrid, Espafia). Cada reacciéon
(20 pl) contenia 10 ul de SsoAdvanced ™ Universal SYBR ® Green Supermix (Life Technologies,
Carlsbad, California, EE. UU.), 0,50 ul primer sentido, 0,50 ul de primer antisentido, 2 ul de
muestra de cDNA, y 7 ul de agua libre de ARNasa/DNasa. El protocolo de la gPCR en tiempo real
comenzd con 95 ° C durante 3 min, seguido de 40 ciclos de 15 s 95 ° C seguido de 30 s a la
temperatura especifica de anileamiento para cada par de primers, seguido por 30 sa 72 ° C con
un paso final de curva de fusidon para establecer la curva estdndar para cada amplicén. Se
calculd la expresion relativa utilizando el software CFX Manager 3.0 (Bio-Rad, Madrid, Espafia),
con factor de elongacion 1 alfa (EFla) e hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HPRT)
como controles endégenos, mientras que las muestras basales (pre-estrés) de los grupos de
control y Trp fueron utilizados para normalizar la cuantificacidon relativa dentro de cada grupo
de dieta experimental. Todas las muestras se procesaron por duplicado con un control negativo
(sin enzima RT) incluido para confirmar ausencia de contaminacidon por ADN gendémico y un
adicional control negativo en cada placa que no contiene cDNA.

6.2.5 Analisis estadistico

Para determinar las diferencias entre la expresion génica de las dietas experimentales y el
tiempo de exposicion al estrés, se verificaron todos los datos para normalidad (prueba de
Kolmogorov) y homocedasticidad (prueba de Levene), y analizado por ANOVA bidireccional
usando Tukey como prueba post hoc, con un nivel de significancia de 0.05 utilizando el software
estadistico Statistica 7 (StatSoft, Inc., EE. UU.). Estos resultados fueron evaluados utilizando un
analisis de respuesta de superficie para una visualizacion mas clara. Un heatmap para visualizar
diferentes patrones en la expresion genética. también se realizé mediante GraphPad Prism
version 7 (Software GraphPad, La Jolla, California, EE. UU.). Con el fin de evaluar si ambos
factores estresantes probados tuvieron un impacto en inmunidad intestinal en peces
alimentados con la dieta C, niveles de expresidon génica en muestras de intestino de peces antes
del estrés (CB) y muestras tomadas 1 h después de ambos tratamientos de estrés (CA1H y
CN1H) se compararon mediante el software de expresién relativa andlisis de la herramienta
(REST) 2009 (v2.0.13). Finalmente, se realizé un analisis de componentes (PCA) para discriminar
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genes expresion e identificar los tratamientos asociados con 1% Trp suplementacién y factores
estresantes, asi como para minimizar la influencia de variaciones interindividuales.

6.3 Bioensayo 3.- L-Tryptophan immune modulation in tropical gar (Atractosteus tropicus)
under stress by thermal shock and mimic transport to hatcheries

6.3.1 Obtencidon de la muestra

Los juveniles de pejelagarto Atractosteus tropicus (21.4 + 5.23 g), fueron obtenidos de un lote
de reproductores del Laboratorio de Aprovechamiento de Recursos Acuaticos (LAFIRA) de la
Universidad Judrez Autonoma de Tabasco en la Divisién Académica De Ciencias Bioldgicas., Una
vez aclimatados los peces, se inicié el bioensayo que durd 45 dias en donde se realizaron
biometrias cada 15 dias para monitorear el crecimiento.

El protocolo de alimentacidn se establecié proveyéndoles el 5% de acuerdo a la biomasa total, y
ajustandola periddicamente conforme los peces crecian. Las biometrias se realizaron cada 15
dias durante los 45 dias que durd el ensayo nutricional. Al término de éste, los peces fueron
previamente anestesiados con aceite de clavo al 1% para obtener las muestras de tejidos para
sus andlisis posteriores.

El bioensayo constd de cinco tratamientos (dosis de suplementacién de triptéfano al alimento:
0%, 0.25%, 0.50%, 0.75% y 1.25%) con tres réplicas por tratamiento, para lo cual se mantuvieron
15 juveniles por tina, con capacidad de 100 L, bajo un sistema de recirculacién. A su vez, los
pardmetros de calidad del agua fueron monitoreados diariamente, temperatura 26 + 1 2C con
fotoperiodo natural.

6.3.2 Preparacion de alimentos

Para la preparacidon de los alimentos experimentales, se tamizaron las harinas y utilizé el
protocolo de acuerdo al procedimiento de Sepulveda-Quirdz y colaboradores (2020) (Tabla 2),
en donde se suplementaron los alimentos con los porcentajes 0% para el control, 0.25%, 0.50%,
0.75% vy 1.25% de triptéfano.

Adicionalmente, se colectaron muestras de alimento para verificar las concentraciones finales
de triptéfano en las dietas experimentales, lo cual se realizé en el laboratorio de la Facultad de
Ciencias Marinas de la UABC, México (Tabla 3).
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Tabla 2. Composicidén proximal de las dietas experimentales. Los valores (n=9 por tratamiento)
se expresan como media * desviacidén estandar. *El contenido de proteina se determind usando
factor de proteina (6.25) NLN: Extracto libre de nitrégeno: % de nutrientes no evaluados. Los
valores son medias de tres determinaciones + DE. Extracto libre de nitrégeno (NFE) = 1000-
(humedad g kg™* + proteina cruda g kg™ + extracto de éter g kg™* + ceniza g kg™* + fibra bruta g

kg'l).

Composicién proximal (g kg™)

Proteina cruda 43.99 +1.57
Extracto etéreo 15.01 £ 0.93
Fibra 1.53+£0.04
Ceniza 3.51+£0.05

ELN 56.00

Tabla 3. Concentracidon de aminoacidos en dietas experimentales en pejelagarto (Atractosteus
tropicus).

Treatments

Ammo aad TABASCOO TABASCO TABASCO TABASCO TABASCO

% 0.25% 0.5% 0.75% 1.25%
Essential amino acids
HIS 1.2 12 1.1 1.1 1.1
ARG 39 39 38 40 38
THR 1.5 14 1.5 14 1.5
VAL 16 18 18 18 18
MET 10 10 10 10 10
LYS 28 27 26 26 2.7
ILE 14 14 13 13 13
LEU 31 3.1 3.0 31 3.0
PHE 1.7 1.7 1.6 16 1.6
TRP 1.1 12 14 1.5 16
subtotal 19.2 194 193 194 194
Non-essential amino acids
ASP 22 22 22 22 2.1
SER 19 19 19 19 19
GLU 5.7 5.7 5.7 56 56
GLY 5.7 56 5.5 58 54
ALA 30 30 30 30 30
PRO 04 03 05 03 04
HYP 03 03 04 03 04
CYS nd nd nd nd nd
TYR 1.2 12 13 13 1.5

subtotal 204 203 204 20.2 203
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6.3.3 Pruebas de estrés

Se realizé el primer muestreo previo al estrés que representd el tiempo 0 (pre exposicion al
estrés), para una vez finalizado el ensayo nutricional se realizé una prueba de estrés por choque
térmico con una exposicion a 18 °C durante dos horas (90 min sin aceite de clavo y los ultimos
30 minutos con aceite de clavo al 0.15%) en un estanque de 20 litros a 9 peces por tratamiento
y se procedio al muestreo (Figura 23).

Figura 16. Técnica de estrés por shock térmico en juveniles de pejelagarto Atractosteus tropicus.

Por otro lado, se realizo la prueba de estrés por disturbio mecanico/simulacion de transporte a
120 revoluciones por minuto en una incubadora orbital Shel Lab Si4 (Sheldon Manufacturing
Inc.) durante dos horas a temperatura ambiente 32 °C en todos los tratamientos y se procedié al
muestreo (Figura 24).

| 322% 120RPM  120Min
AV AV AV

A

Figura 17. Exposicidn a estrés simulando el transporte en juveniles de pejelagarto Atractosteus
tropicus.
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6.3.4 Analisis estadisticos

Para la evaluacion del crecimiento, se realizaron las pruebas de normalidad vy
homoscedasticidad con las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente; como
los datos si cumplieron estos supuestos de la estadistica paramétrica, se realizé un analisis de
varianza de una via para determinar la existencia de diferencias entre tratamientos (P<0.05)
para cada criterio de calidad y la prueba a posteriori de Tukey. Los analisis estadisticos se
realizaron con el software Graph Pad Prism 9 (La Jolla, CA, EE. UU).
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7. RESULTADOS

7.1 Bioensayo 1.- The antioxidant effect and stress-protective role of a-tocopherol
supplementation in compound diet on lymphoid tissues of longfin yellowtail (Seriola
rivoliana) juveniles

Las dietas de control y experimental probadas tenian isonitréogeno similares (15,66-15,5%),
contenido de extracto de éter (16,01-14,83%) y contenido de ceniza 10,38-10,29%
respectivamente, (Tabla 1). El crecimiento de los peces y el factor de condicién de Fulton (K) no
mostraron diferencias significativas entre ambos tratamientos (Dieta suplementada con vit E y
control). Sin embargo, se puede resaltar que la K de ambos tratamientos mostraron valores muy
buenos durante el experimento con valores de 1.4 y 1.5 para los peces alimentados con la dieta
suplementada con 500 mg kg de a—tocoferol'ly la dieta de control, respectivamente (Fig. 13).
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Figura 18. Crecimiento final del jurel alimentado con dos dietas experimentales diferentes
durante 50 dias de prueba. Pardmetros expresados por Peso (gr), Longitud (cm) y Factor de
condicién (K). Los valores (n = 3 por tratamiento dietético) se expresan como media + desviacion
estandar (p<0.05).
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El bazo estaba rodeado por una capsula que presentaba un epitelio cubico simple y tejido
conectivo delgado, de donde emergian trabéculas irregulares que se extendian hacia el
parénquima. En S. rivoliana, el parénquima esplénico estaba compuesto por una red de células
reticulares alimentadas por sinusoides vasculares. Las MMC de los organismos de control y
tratados se observaron sostenidas por coldgeno rodeado de elipsoides, estructuras
generalmente redondeadas con un centro capilar y revestidas con un epitelio cuboide simple. El
rindn de S. rivoliana es un érgano mixto que comprende elementos hematopoyéticos,
reticuloendoteliales, endocrinos y excretores cuya arquitectura celular basica es similar a otro
teledsteo. Las MMC se distinguen histolégicamente dentro del tejido por presentar macréfagos
con pigmentos distintos como melanina, hemosiderina y lipofuscinas.

El porcentaje de cobertura de MMC en los juveniles de Seriola rivoliana del rifdn cefalico fue
estadisticamente mayor (p<0.05) para los peces alimentados con la dieta control (4,1%) en
comparacion con los peces alimentados con la dieta suplementada con la Vit E (1.9%). Mientras
tanto, el drea de cobertura de MMC en el bazo para los peces alimentados con la dieta control
(2.8%) fue estadisticamente mayor (p<0.05) en comparacién con los peces alimentados con

dieta suplementada con a-tocoferol (1.2%) (Figuras 14 y 15).
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Figura 19. Porcentaje de area de cobertura de melanomacroéfagos de rindn de cefélico (HK-
MMC) y porcentaje de area de cobertura de melanomacréfagos de bazo (Bazo-MMC) en el
grupo de control y complementado con 500 mg / kg de tratamiento con a-tocoferol. Los valores
(n = 3 por tratamiento dietético) se expresan como media + desviacién estandar. Los asteriscos
muestran diferencias estadisticas entre tratamientos (p <0.05).
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Control 500 mg/kg a-tocopherol
Figura 20. Caracteristicas de los melanomacréfagos con tincion H&E de Seriola rivoliana en: a)
Rifidn cefdlico del grupo Control. b) Rifién cefalico de pez alimentado con dieta suplementada
(500 mg / Kg de a-tocoferol). c) Bazo del grupo Control. d) Bazo de peces alimentados con dieta
suplementada (500 mg / kg de a-tocoferol). Aumento de 40 x flechas indican MMC.

La actividad de la enzima superdxido dismutasa (U mg proteina™) no mostré diferencias
significativas entre los tratamientos para ninguno de los tejidos, aunque se observa un valor
mayor en el rifién cefdlico en los peces alimentados con la dieta suplementada con 500 mg Kg a-
tocoferol®. La actividad de la catalasa (nmol mg de protel’na'l) no mostré diferencias
significativas entre los grupos experimentales para ninguno de los tejidos. Por otro lado, la
actividad glutatién peroxidasa (U mg protel’na'l) mostré una mayor actividad (p<0.05) en el
rifidn cefdlico para peces alimentados con tratamiento suplementado con 500 mg Kg de a-
tocoferol™. En el bazo, la actividad GPx fue estadisticamente diferente para los peces
alimentados con la dieta control (p< 0.05) en comparacion con los peces alimentados con la
dieta suplementada con el a-tocoferol (Fig. 16).



34

Liver Spleen
4- 4-
£ £ "
8 3+ 8 34
5 - g
o =]
E 24 E 24
g =
Q
14 1
2 )
0- 0-
5 5
£ 44 * £ 44
H H
o 3 Q 34 *
o o
E £
5 2+ 5 2+
x
§ 1 § 1
0- 0-
60 - * 60~
c c ¥
g s
a 40+ g. 40
o (=]
E 20 E 20-
g g
o [3)
0- 0
& &8 & &
® oéo < oée
¢ o
& &
& N
o€ o€
& &

Figura 21. SOD: actividad superdxido dismutasa (U mg proteina™), GPx: actividad glutation
peroxidasa (U mg proteina™) y CAT: actividad catalasa (nmol mg proteina-". Los valores (n = 3
por tratamiento dietético) se expresan como mediana * rango intercuartil. Los asteriscos
muestran diferencias estadisticas entre tratamientos (p <0.05).



35

7.2 Bioensayo 2.- Stressors Due to Handling Impair Gut Immunity in Meagre (Argyrosomus
regius): The Compensatory Role of Dietary L-Tryptophan

En el presente estudio, la expresidon génica de varios genes clave del sistema inmunolégico
innato y humoral se evalué en los juveniles de A. regius alimentados con dietas Cy T antes y
después de la exposicion al aire (A) y factores estresantes de confinamiento/compensacion (N).
Respecto al estrés por exposicion al aire, se detectd una regulacidon positiva en la expresion
génica (asteriscos) entre las muestras de intestino tomadas antes del episodio de estrésy 1 hps
para los genes c3, lys, cox2, il-10, def y hep en peces alimentados con la dieta C (analisis REST,
p<0.05). Respecto a los resultados de peces alimentados con la dieta T, varios genes (lys, cox2,
def y hep) no mostré diferencias estadisticas (p>0.05) en los patrones de expresion génica
cuando los peces estaban estresados por la exposicion al aire. Sin embargo, gapdh,
complemento c3, ifn1, mxp, tnfla e il-10 mostraron la maxima expresion debido a la exposicion
al aire (p<0.05) a 1 hps (TA1H) y la expresién mas baja a las 6 hps (TA6H) en peces alimentados
con la suplementacion con 1% de Trp, mientras que il-1b y pis mostraron la expresidn mds alta
con la exposicion al aire (p <0.05) a las 6 hps (TA6H) cuando los peces fueron alimentados con la
dieta Trp (Figuras 17, 18).
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Figura 22. Niveles de expresién génica en tejido linfoide asociado al intestino (GALT) después de
la exposicién al aire como factor estresante 1 y 6 h después del estrés. qPCR cuantitativa de
marcadores especificos de ARNm de procesos de respuesta inmune innata (proteina del
complemento c3, lisozima, cox2, mxp, piscidina, defensina y hepcidina), citocinas inmunes (ifn,
il-1b, tnfla e il-10) y gapdh, normalizados con factor de elongacion la e hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (n = 6 por grupo experimental). Asterisco muestra diferencias entre las
muestras de control sin estrés (peces en reposo) y las muestras de control después de 1 h de
prueba de estrés de exposicion al aire sin suplementacién de Trp al 1% (Analisis REST), mientras
que letras diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales (ANOVA dos vias). C, alimentacién de control; T, alimentacion de Trp al 1%; A,
factor estresante de la exposicion al aire; 1H / 6H, 1/6 h post-estrés.
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Figura 23. Visualizacién de la expresion génica del tejido linfoide asociado al intestino (GALT)
después de la exposicion al aire como factor estresante 1y 6 h después del estrés por medio de
analisis de superficie de respuesta. gPCR de marcadores de ARNm especificos de procesos de
respuesta inmune innata (proteina del complemento c3, lisozima, cox2, mxp, piscidina,
defensina y hepcidina), citocinas inmunes (ifn, il-1b, tnfla e il-10) y gapdh, normalizadas con
factor de elongacién 1a e hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (n = 6 por grupo
experimental). El asterisco muestra diferencias entre las muestras de control sin estrés (peces
en reposo) y las muestras de control después de 1 h de prueba de estrés de exposicion al aire
sin suplementaciéon con 1% de Trp (analisis REST), mientras que letras diferentes denotan
diferencias estadisticamente significativas entre grupos (ANOVA dos vias). C, alimentacion de
control; T, alimentacidn de Trp al 1%; A, factor estresante de la exposicién al aire; 1H / 6H, 1/6 h
post-estrés.

El estrés por confinamiento utilizando la red resulté en un alto nivel de expresién génica
(asteriscos) en los genes lys, ifn1, tnfla, il-10, pis, def y hep en peces alimentados con la dieta C
(Figura 19; Analisis REST, p<0,05). Por su parte, los resultados de la expresién génica de peces
alimentados con la dieta T y expuestos al estrés de confinamiento/red, mostraron la mayor
expresion a 1 hps (p <0,05), mientras los valores de expresién mds bajos se detectaron en los
tratamientos TN1H y TN6H, respectivamente para gapdh, complemento ¢3, cox2 y mxp. Por
otro lado, la expresion génica de lys, ifnl, tnfla, il-10, pis y hep fue elevada cuando la corvina
estuvo expuesta al estrés de confinamiento/simulaciéon de captura, pero solo con la dieta
control a 1 hps (CN1H), mientras que para el grupo CN6H (6 hps) mostré una baja expresion de
il-1b y una alta expresién para def (Figura 20).
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Figura 24. Niveles de expresion génica en tejido linfoide asociado al intestino (GALT) después
del estrés por confinamiento (manipulacion de redes) a 1 y 6 h después del estrés. qPCR de
marcadores especificos de ARNm de procesos de respuesta inmune innata (proteina del
complemento c3, lisozima, cox2, mxp, piscidina, defensina y hepcidina), citocinas inmunes (ifn,
il-1b, tnfla e il-10) y gapdh, normalizados con factor de alargamiento 1a e hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (n = 6 por grupo experimental). Asterisco muestra diferencias entre las
muestras de control sin estrés (peces en reposo) y las muestras de control después de 1 h de
confinamiento de aire / prueba de esfuerzo con redes sin suplementacion con 1% de Trp
(Analisis REST), mientras que letras diferentes denotan diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales (ANOVA dos vias). C, alimentacién de control; T,
alimentacion de Trp al 1%; N, tensidn de compensacién; 1H / 6H, 1h / 6h post-estrés.
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Figura 25. Visualizacién de la expresion génica del tejido linfoide asociado al intestino (GALT)
después del estrés por confinamiento (manipulacion de redes) a 1 y 6 h después del estrés por
medio de andlisis de superficie de respuesta. gPCR de marcadores de ARNm especificos de
procesos de respuesta inmune innata (proteina del complemento c¢3, lisozima, cox2, mxp,
piscidina, defensina y hepcidina), citocinas inmunes (ifn, il-1b, tnfla e il-10) y gapdh,
normalizadas con factor de elongacién 1a e hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (n = 6
por grupo experimental). El asterisco muestra diferencias entre las muestras de control sin
estrés (peces en reposo) y las muestras de control después de 1 h de prueba de estrés de
exposicion al aire sin suplementacion con 1% de Trp (andlisis REST), mientras que letras
diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas entre grupos (ANOVA dos vias). C,
alimentacion de control; T, alimentacion de Trp al 1%; N, tensidon de compensacién; 1H / 6H, 1/6
h post-estrés.

Los resultados de la PCA (Figura 21A) mostraron dos diferentes grupos de genes (cox2,
complemento ¢3, mxp y gadph) que estaban completamente separados del segundo grupo
(tnfla, il-10, pis, hep y lys), mientras que otros genes como ifnl, il-1b y def no explican en
ningun sentido la relacion entre ningun grupo dietético para cualquier de los tratamientos. Los
resultados de PCA indicaron que los primeros cinco componentes explican hasta el 99.5% de la
varianza acumulada; asi, los genes que mejor explican la asociacién con los tratamientos fueron
el gadph (44.6%), cox2 (28.7%), ifn1 (15.4%), il-1b (8.6%) y tnfla (2.0%). Por otro lado, PCA
entre los tratamientos también mostraron dos grupos: el primer grupo que incluia la prueba
CA1H, TA6H, TN6H, CA6H y CN6H, que se separaron del segundo grupo (TN1H y TA1H).
Finalmente, los peces del tratamiento CN1H se separaron totalmente de ambos grupos (Figura
21B). Segun este analisis, los tratamientos que incluian el 1% de Trp (dieta T) del segundo grupo
tenia un mayor numero de genes sobreexpresados (tnfla, il-10, pis, hep y lys), y éstos no
mostraron ninguna relacion con esos genes del primer grupo (gadph, cox2, complemento c3 y
mxp). Adicionalmente, los peces alimentados con la dieta C y expuestos a estrés por
confinamiento/redes (CN1H) tuvieron una mayor expresion de genes para el segundo grupo
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(tnfla, il-10, pis, hep y lys). Finalmente, heatmap mostré claramente mostré un patron de
sobreexpresidn génica en las corvinas alimentadas con la dieta Trp y expuestas al aire por 1 h;
por el contrario, la expresién génica disminuyd en redes/exposicion de confinamiento después
de 1y 6 hps (Figura 22).
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Figura 26. Andlisis de componentes principales de (A) expresion génica segun el conjunto de
tratamientos; gadph, cox2, ifni, il-1b, tnfla, il-10, pis, def, hep, c3 complemento, lys y mxp. (B)
Correlacion entre la combinacion de tratamientos (triptéfano, tiempo y estrés). Cada punto
representa el promedio del andlisis de muestras de tres replicas bioldgicas en el grafico. Los
factores F1 y F2 utilizados en este grafico explican el 73.40% de la varianza total, lo que permite
una interpretacion segura de la variacion.
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Figura 27. Mapa de calor que muestra patrones de expresion en tejido linfoide asociado al
intestino (GALT) después de la exposicidn al aire y las pruebas de estrés de confinamiento / red.
Las muestras representadas son de suplementacién con 1% de Trp y tratadas con exposicion al
aire (TA1H y TA6H) o exposicion en confinamiento / red (TN1H y TN6H), y Grupos de dieta de
control expuestos a cada estrés (CA1H y CA6H para exposicidon al aire; CN1H y CN6H para redes).
Cambios en la expresion de genes de la respuesta inmune innata (proteina del complemento ¢3,
lisozima, cox2, mxp, piscidina, defensina y hepcidina), citocinas inmunes (ifn, il-1b, tnfla e il-10)
y gapdh, normalizados con el factor de elongacion 1a vy la hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa, estan representados en color: la escala verde indica genes sub
expresados y el rojo indica genes sobre expresados.
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7.3 Bioensayo 3.- L-Tryptophan immune modulation in tropical gar (Atractosteus tropicus)
under stress by thermal shock and mimic transport to hatcheries.

De acuerdo con los datos obtenidos en el ensayo de suplementacién de triptéfano, se pudo
observar al dia 45 del bioensayo que no se muestran diferencias significativas en cuanto a peso
entre los tratamientos, aunque se observa una tendencia a mayor peso para los tratamientos de
0.25% y 1.25% de suplementacién del aminoacido triptéfano. Por otro lado, en cuanto a
longitud, el tratamiento con suplementacion del 0.25% marca una mayor tendencia en
crecimiento en talla a diferencia del resto de los tratamientos que obtuvieron menor
crecimiento (Fig. 25). Una vez finalizado el ensayo nutricional, se procedid a los analisis de
estrés por simulacidon de transporte y simulacién de shock térmico, pero las muestras se
encuentran en espera de su procesamiento.
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Figura 28. Crecimiento en peso (a) y talla (b) en pejelagarto Atractosteus tropicus. Los valores
(n=9 por tratamiento dietético) se expresan como media * desviacidn estandar (p<0.05).
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Un aspecto que debemos resaltar es que este experimento fue realizado al inicio de la
pandemia SARS-COV2 en marzo del 2020, por lo que se logrd concluir antes del cierre de las
instalaciones a nivel nacional. desafortunadamente, no ha sido posible realizar el procesamiento
de las muestras para determinar los efectos a nivel fisiolégico y de estrés oxidativo, antes y
después de las pruebas de estrés por manejo.
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8. DISCUSION

8.1 Bioensayo 1.- The antioxidant effect and stress-protective role of a-tocopherol
supplementation in compound diet on lymphoid tissues of longfin yellowtail (Seriola
rivoliana) juveniles

La vitamina E juega un papel importante como antioxidante y previene dafios en los tejidos. Se
considera uno de los principales antioxidantes biolégicos ya que reduce la acumulacién de
radicales superdxido y protege las células al donar hidrogeno del grupo fendlico en el anillo
cromanol, eliminando radicales peroxilo (Jiang, 2014). El metabolismo de la vitamina E es uno
de los mdas complejos entre las vitaminas liposolubles (Fernandez et al., 2018). Su transporte se
realiza sin metabolizar a través de los diversos érganos para luego metabolizarse a través del
ciclo a través del ciclo de CYP4F2 / CYP3A4 dependiente de w-hidroxilacion seguido de cinco
ciclos de B-oxidacién (Combs y McClung., 2017). En el intestino, los tocoferoles se hidrolizan
junto con la grasa de la dieta y se secretan en quilomicrones, triacilglicerol, colesterol y
fosfolipidos (Jiang et al., 2001; Traber et al., 2007; Rigotti, 2007). Los quilomicrones formados
con vitamina E son transporatados hacia el sistema linfatico hasta el tejido periférico, a través
del proceso receptor-mediador de lipoproteinas (Traber et al., 1985) y los remanentes son
tomados por el higado incorporando el a-tocoferol en las lipoproteinas a través de la enlaces a
la proteina de transferencia de a-tocoferol (a-TTP) junto con el transportador de casete de
unién a ATP (Manor y Morley, 2007).

La deficiencia de vitamina E induce el dafio oxidativo en muchos tejidos, como el rifidn cefalico y
el bazo en los peces. Ademas, varios estudios asocian estos dafios a la disminucidn del anién
anti-superdxido y la capacidad anti-radicales hidroxilo, provocando dafio oxidativo quizas
debido a la reduccidn de la capacidad de captacion de radicales en los peces (Pan et al., 2016).
En nuestro estudio, el porcentaje de drea de cobertura de melanomacréfagos de rifidén cefalico y
bazo (HK-MMC y Baso-MMC) en peces alimentados con la dieta de control, fue mayor que en
peces alimentados con dieta suplementada con 500 mg kg de a-tocoferol™. El incremento de
agregados de macréfagos se asocia con lesiones inflamatorias crénicas en los tejidos (Agius y
Roberts, 2003), que pueden verse disminuidas cuando las membranas celulares y los organelos
se protegen con compuestos antioxidantes como la vitamina E. En los peces, la MMC se ha
utilizado como biomarcadores del estrés ambiental y es un componente esencial de la respuesta
inmune humoral (Evans et al., 2016). Los melanomacrdéfagos son células similares a macréfagos
gue contienen diferentes pigmentos, como lipofuscina, melanina y hemosiderina (Agius y
Roberts, 2003). Los centros de melanomacréfagos (MMC) son agregados de estas células que se
observan en teledsteos superiores como los salmoénidos. Estos agregados se encuentran
distribuidos aleatoria e irregularmente en érganos, principalmente érganos hematopoyéticos en
el rindn cefalico y bazo (Agius, 1980) y, a veces, en el higado (Agius y Roberts, 2003), donde su
concentracion aumenta con la edad, el estrés y la contaminacion del agua (Wolke, 1992).

La suplementacion dietética con 500 mg Kg de a-tocoferol™ en los juveniles de S. rivoliana
proporciona una mayor capacidad para lidiar con el desgaste ocasionado durante el desarrollo y
cuando los organismos estan expuestos a diversos tipos de estrés (Evans y Nowak, 2016), asi
como una mayor inmunocompetencia contra los parasitos y agentes infecciosos, lo que ayuda a
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mejorar el mecanismo de defensa contra el estrés en la larvicultura y la engorda de los peces.
En muchas ocasiones, los parasitos y la contaminacion ambiental se consideran una causa de
aumento de la deposicion MMC en los peces; estos factores de estrés tienen un efecto
hemolitico como hemosiderina que se derivan del catabolismo de la hemoglobina en las células
rojas de la sangre (Thilakaratne et al., 2007). Agius y Agbede (1984), informaron que
comunmente se observan los glébulos rojos degradados en el bazo de la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss), lenguado (Pleuronectes platesa), anguilas (Anguilla anguilla) y tilapia del
Nilo (Oreochromis niloticus), cuando el alimento no contiene vit E; sin embargo, la degradacién
de los glébulos rojos o la hemosiderina no fue detectada en el rifién cefalico (Wolke, 1992;
Agius y Roberts, 2003).

Se han realizado muchos estudios en diversas especies para evaluar el sistema antioxidante, y se
demostré que este sistema es altamente eficiente para prevenir o reparar los efectos de ROS
(Birnie-Gauvin et al., 2017; Prego-Faraldo et al., 2017; Biller y Takahashi, 2018; Ji et al., 2018). El
sistema enzimatico representado por SOD, CAT y glutation-peroxidasa GPx y GR se ha detectado
en la mayoria de las especies de peces y crustdceos investigados hasta la fecha (Birnie-Gauvin et
al., 2017). Ademas, la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutatién peroxidasa
(GPx) son componentes importantes del sistema de defensa antioxidante, ademas que juegan
un papel vital en la atenuacidn de la toxicidad potencial de los radicales libres (Martinez-Alvarez
et al, 2005). En el presente estudio, los peces alimentados con la dieta control (no
suplementada con a-tocoferol) disminuyen la actividad de SOD y GPx en el higado de S.
rivoliana, lo que podria estar relacionado con las capacidades de anién anti-superoxido (ASA) y
radical anti-hidroxi (AHR), lo que sugiere que la capacidad antioxidante (eliminacién de O,y OH")
se ve afectada por la deficiencia de a-tocoferol en este tejido. Resultados similares se
obtuvieron en la carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella) donde se detecté una disminucidn
de las actividades enzimaticas antioxidantes, tales como la catalasa, lo que se relaciona con la
disminucion de los niveles de ARNm de las enzimas del sistema inmune en los dganos
encargados de sintetizarlas cuando los peces son retaldos con Aeromonas hydrophila (Pan et al.,
2016) . En nuestro estudio, los peces alimentados con las dietas suplementadsas con a-
tocoferol mostraron una alta actividad GPx en el higado mientras que los peces alimentados con
la dieta de control tenia una mayor actividad GPx en el bazo. Estos altos valores en la actividad
GPx pueden indicar alglin tipo de dano en los tejido debido a la liberacién de perdxido de
hidrégeno (H, O;) producido por los ROS no radicales en la matriz mitocondrial durante el
proceso de reduccién de O,; sin embargo, el bazo puede ser rl mas afectado en los peces del
tratamiento de control, lo que es causado por la falta de un agente anti-oxidante tal como la
vitamina E. La alta actividad de GPx se ha relacionado con la inhibicion del sistema antioxidante
por la presencia de patdgenos o estrés en los sistemas de cultivo (Liu, 2007). El perdxido de
hidrégeno puede ser parcialmente eliminado por accién de las enzimas CAT y GPx (Hoseinifar et
al., 2020).

En conclusiéon, es necesario continuar la evaluacion de los requerimientos de a-tocoferol en el
jurel para comprender mejor los mecanismos de accion en las rutas metabdlicas para prevenir
el estrés osidativo ocasionado por el manejo de los peces durante su cultivo. Este estudio
mostré que la suplementaciéon de a-tocoferol en la dieta mejora las actividades de las enzimas
antioxidantes y modifica el area de cobertura de los MMC en el rifidn cefalico y el bazo en
juveniles. Sin embargo, es necesario realizar un estudio de desafio (hacinamiento, exposicién al
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aire, alta densidad de poblacién, desafios bacterianos, entre otros) para comprender el papel
fisiolégico de la suplementacién con a-tocoferol en las rutas metabdlicas bajo condiciones de
estrés en S. rivoliana.

8.2 Bioensayo 2.- Stressors Due to Handling Impair Gut Immunity in Meagre (Argyrosomus
regius): The Compensatory Role of Dietary L-Tryptophan

Durante las diversas actividades acuicolas a nivel comercial (protocolos de gestién, protocolos
de vacunacién, hacinamiento y transporte, entre otros), los peces estdn expuestos a varios
factores estresantes que amenazan su bienestar, la supervivencia y la calidad de al momento de
la cosecha, por lo cual los productores desean aliviar el estrés durante el cultivo (Galt et al.,
2018). En este aspecto, la reduccion del estrés es una prioridad para mejorar el nivel fisioldgico
de respuesta de los peces durante su manipulacién. Como una consecuencia del efecto de los
estresores, ya sean abidticos (hipoxia, temperatura, choque osmético, etc.) o bidtico
(depredacion, patégenos, manipulacién y transporte por parte de los acuicultores, entre otros),
el estrés se manifiesta como una respuesta fisioldgica en dos etapas. Las respuestas primarias y
secundarias que inician con la liberacién de factores endocrinos durante la fase primaria de
respuesta, lo que conduce a las respuestas secundarias al estrés. Las vias neuroendocrinas
englobadas por los ejes HPI y la cromafina alteran la quimica sanguinea de manera profunda por
la liberacidén de corticosteroides (Barton, 2002). Esta liberacion tiene un efecto inmediato en
todos los aspectos del funcionamiento de los érganos a través de receptores hormonales y
sistemas de mensajeria secundaria, algunos de los cuales involucran factores especificos de
transcripcién genética. En este estudio, nos centramos en la respuesta del intestino anterior a
dos tipos diferentes factores estresantes abidticos: exposicidn al aire y simulacion de captura
(redes/confinamiento). En este sentido, se ha demostrado que los factores estresantes de un
estudio similar resultaron en un aumento en los niveles plasmaticos de cortisol en el grupo de
peces suplementados con Trp (Fernandez-Alacid et al., 2019). En nuestro estudio, se investigo la
cascada de expresién génica que sigue a la respuesta primaria al estrés en el intestino para
comprender si la adicién de L-triptéfano en la dieta podria aliviar el impacto del manejo de
factores estresantes sobre la inmunidad intestinal local. En consecuencia, un intestino sano
permite aliviar algunos de los efectos de los estresores, lo que debe tener beneficios
concomitantes para la salud de los peces. Los resultados del presente estudio revelaron que los
factores estresantes afectan la inmunidad intestinal local, lo que se manifiesta por cambios en el
patron de expresion génica. En particular, la corvina alimentada con la dieta C y estresado por la
exposicién al aire durante 3 minutos mostraron cambios significativos en la expresién de varios
genes implicados en la respuesta inmune innata (c3, lys y cox2), procesos de respuesta inmune
humoral (il10) y péptidos antimicrobianos (def y hep). Ademas, se destaca que la corvina
alimentada con la dieta C mediante confinamiento y redes durante 1 h resultd en cambios
significativos en lys, ifn1, tnfla, pis, def y hep. Estas diferencias en el tipo y nimero de genes
expresados diferencialmente entre ambos factores de estrés pueden deberse a su tiempo de
exposicién (3 min vs 60 min con respecto a la exposicion al aire y el confinamiento/redes,
respectivamente). Por ejemplo, varios estudios han demostrado que el factor de transcripcion
inducible por hipoxia 1, juega un papel importante en las respuestas adaptativas a la hipoxia
(Semeza, 1998), también es un mediador de las funciones inmunes (Hellwig-Biirgel et al., 2005;
Palazon et al., 2014). Esta hipdtesis puede ser apoyado por el hecho de que cox2 fue
diferencialmente expresado en peces estresados por la exposicién al aire, lo que concuerda con
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algunos estudios en vertebrados superiores (Hellwig-Birgel et al.,, 2005). Sin embargo, los
mecanismos por los cuales los diferentes factores estresantes relacionados con el manejo de los
peces afectan la expresidon de los genes del sistema inmunitario intestinal local no fueron un
objetivo del presente estudio; por lo tanto, este estudio no proporcionar resultados
concluyentes sobre este tema y se sugiere realizar investigaciones adicionales que permitan
entender estos mecanismos de accidn.

En otro orden de ideas, el triptdfano es el Unico precursor de la serotonina, cuya funcién como
neurotransmisor juega un papel clave en la reduccidn del estrés y agresién, actuando a través
del eje HPI para controlar respuestas osmorreguladoras, hematoldgicas, inmunoldgicas y de
comportamiento (Wen et al., 2014). Varios estudios han demostrado que la suplementacién del
alimento con pequeiias cantidades de Trp reduce el estrés en varias especies cultivadas y
mejora su respuesta inmune (Andersen et al., 2016). Los resultados obtenidos en el presente
estudio mostraron que alimentar corvina con una dieta suplementada con 1% de Trp por 7 dias
muestran una regulacion positiva de la expresion génica una hora después de la prueba de
estrés (1 hps) en el grupo de peces estresados por exposicidon al aire para la mayoria de los
genes evaluados en el intestino como ¢3, lys y cox2 (sistema inmune innato respuesta), ifnl,
mxp e il-10 (sistema inmunolégico humoral), pis (péptidos antimicrobianos) y gapdh
(respiratorio mitocondrial). Por otro lado, la prueba de esfuerzo de confinamiento/red exhibio
su efecto principal en los peces alimentados con la dieta suplementada con Trp particularmente
en la expresién de genes c3 y mxp. Como se sugirié anteriormente, estos resultados indican que
diferentes factores estresantes pueden tener diferentes efectos en la inmunidad local del
intestino (Hellwig-Biirgel et al., 2005; Palazén et al., 2014), asi como demostrar los efectos
positivos de la suplementacion con 1% de Trp. Estos resultados al utilizar el Trp se deben en
parte a que se proporciona como aminoacido libre donde, después de su absorcién, la enzima
triptéfano hidroxilasa la convierte en serotonina. La serotonina esta involucrada en la
modulacion del sistema endocrino y los niveles de cortisol sérico (Lim et al., 2013; O'Mahony et
al., 2015). Se ha estimado que, en vertebrados superiores, el 95% de la serotonina se encuentra
en el tracto gastrointestinal (Kim y Camilleri, 2000). Aunque en este estudio no se midio la
serotonina en nuestros peces, se sabe que los niveles mas altos de cortisol en peces expuesto a
ambos factores de estrés (Fernandez-Alacid et al., 2019) validan nuestros resultados donde los
peces alimentados con Trp mejoran su resistencia al manejo. En nuestro estudio, los peces
alimentados con 1% de Trp al y tratados con la prueba de estrés por exposicién al aire,
mostraron una regulacién positiva de los genes involucrado en respuestas innatas (c3, lys y
cox2) y humorales (ifn1, mxp, e il-10). Sin embargo, la respuesta de expresion génica no fue tan
claro para los peces expuestos a la prueba de confinamiento/red, lo que puede deberse a
diferentes respuestas fisioldgicas al comparar los tipos de estresores (breve hipoxia versus
perseguirlos con una red) (Hellwig- Biirgel et al., 2005; Palazén et al., 2014). En este contexto, la
importancia de los genes antes mencionados (cox2, ifn1, il-1b, tnfla, y gadph) en la respuesta al
estrés en corvina alimentada con el 1% de Trp fue corroborada por los resultados de PCA, donde
el 73% de la varianza total observada fue explicada con los genes antes mencionados.
Considerando el resultado antes mencionado, la exposicion al aire y la persecucion
(confinamiento/redes) pueden afectar la homeostasis bioldgica de la Trp sérico (circulante),
debido a su participacion en la sintesis de serotonina (Lim et al., 2013), y consecuentemente,
estos factores estresantes pueden inducir cambios en respuestas metabdlicas, hematolégicas,
hidrominerales y estructurales (Barton e Ilwama, 1991). En las condiciones experimentales
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actuales, los peces alimentados con la dieta C podrian tener niveles elevados de
corticosteroides circulantes (Fernandez-Alacid et al., 2019), que pueden reducir la
inmunocompetencia al influir en el nimero de linfocitos y capacidad de produccién de
anticuerpos, que funcionan como la memoria en sistemas inmunes adaptativos contra
patégenos y los cambios del ambiente (Hoseini et al., 2012). Los resultados actuales revelaron
gue una suplementacién dietética adecuada de Trp generd una regulacién positiva del sistema
de genes de la inmunidad innata y humoral, que estimularian los tejidos linfoides asociados al
intestino (GALT) y activar el sistema inmunoldgico, proporcionando proteccion al huésped
contra posibles invasiones de patdgenos, como ha sido ampliamente documentado en otras
especies de peces (Dinan y Cryan, 2012; Lazado y Caipang, 2014; O'Mahony et al., 2015). De
acuerdo con los resultados actuales, un estudio realizado en lubina europea (Dicentrarchus
labrax) alimentada con dietas suplementadas con 0.5% de Trp y desafiado con una inyeccion
intraperitoneal de Photobacterium damselae subsp. piscicida demostrd que genes relacionados
con el sistema inmunoldgico se regularon positivamente en el intestino (Azeredo et al., 2017b).

El efecto antes mencionado no se pudo corroborar en A. regius ya que no se llevé a cabo ningun
desafio bacteriano en este estudio; sin embargo, nuestros datos sobre la inmunidad intestinal
local respaldan la hipétesis de un efecto positivo de este aminodcido en el estado general e
inmunidad de nuestros peces. Por su parte, las corvinas alimentadas con la dieta comercial
suplementada con 1% de Trp mostraron una regulacidn positiva de c3 en ambas pruebas de
estrés. Ademads, las funciones inmunes innatas evaluadas por la expresidn de lys solo aumento
en los peces expuestos al aire después de 1 hps (TA1H), mientras que para el estrés de
confinamiento/red, la expresion de lys no fue modificada por la adicién de Trp en la dieta. Otro
aspecto por resaltar es la expresion de la proteina del complemento c3 que funciona hacia la
eliminaciéon de cuerpos extrafios como particulas virales y bacterianas por opsonizacién y la
induccion de lisis bacteriana, por lo tanto, permite que los cuerpos extranos especificos sean
destruidos por los fagocitos (Rooijakkers y van Strijp, 2007). El complemento C3 también
participa en reacciones inflamatorias (Raftos et al., 2003) y funciona como un modificador de la
inmunidad adquirida (Sunyer et al., 1998; Lange y Magnadattir, 2003; Ricklin et al., 2010). En
otro orden de ideas, la lisozima juega un papel importante en el funcionamiento como enzima
litica hidrolizando el componente peptidoglicano de las paredes de las células bacterianas (Davis
y Weiser, 2011), lo que limita infecciones bacterianas y activacion adicional del complemento
sistema y fagocitico (Paulsen et al., 2003); es asi como, estos dos efectores innatos trabajan
juntos para eliminar las infecciones o reducir el estrés ocasionado por el manejo. Dado que la
lisozima es menos especifica en su accion, al no estar influenciada por la inmunidad adquirida,
de la misma manera que el sistema del complemento (Claire et al., 2002), tiene sentido que este
efector molecular estd mas estrictamente controlado para prevenir dafios no deseados sobre la
microbiota comensal del intestino (Gao et al., 2018).

En la prueba de estrés por exposiciéon al aire, los peces alimentados con 1% de Trp tuvieron una
regulacién positiva de la expresion génica a la hora post estrés (TA1H) de c3, lys y cox2, aunque
para la prueba de confinamiento/red, hubo una baja regulaciéon de la expresion para cox2. La
prostaglandina endoperdxido H sintasa, o COX2, funciona en la oxigenacion de una amplia gama
de 4cidos y ésteres grasos (Vecchio et al., 2010), que conduce a la induccion de inflamacion a
través de la produccidon de prostaglandinas (Dyall, 2017). La contrastante respuesta en la
expresion de cox2 con las dos exposiciones de estrés en los tratamientos también pueden estar
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relacionados con vias alternativas de genes de sefializacién a través de factores de transcripcion
como la hipoxia inducible factor 1 alfa (HIF1a) y HIF1B (Pelster y Egg, 2018). En cuanto a los
procesos de respuesta inmune humoral, nuestro estudio demostrd que la suplementacién de
una dieta comercial con 1% Trp aumenté la expresion de ifn1, mxp, tnfla e il-10 una hora
después de la prueba de estrés (hps) cuando los peces fueron sometidos a la prueba de
exposicién al aire, mientras que su expresiéon disminuyd a las 6 hps. Por el contrario, la prueba
de esfuerzo de confinamiento/redes solo resultdé en una sobreregulacion de mxp 1 hps. Estos
resultados concuerdan con un estudio en barramundi (Lates calcarifer) alimentado con una
dieta suplementada con 1% de Trp donde habia una alta actividad de lisozima y una
sobreregulacion de la expresién de mxp después de un desafio con el virus de la necrosis
nerviosa (NNV) (Chi et al., 2018). Estos resultados pueden explicarse por la participacién de
factores reguladores de interferéon (IRF) en la regulacion de las proteinas mencionadas
anteriormente. Los IRF son un grupo de factores de transcripcidon cuya sintesis requiere Trp
(Mamane et al., 1999), los cuales contienen una caracteristica de repeticion de cinco residuos
de triptéfano en un dominio de unidn al ADN. A través de este dominio de unién al ADN, los
miembros de la familia IRF se unen a un motivo de ADN similar, denominado IFN elemento de
respuesta estimulada (ISRE). De ello, se deduce que cuando el Trp sérica libre aumenta con un
suplemento dietético, puede esperase un aumento en la sintesis de IRF con una subexpresion
de genes del sistema inmune como ifn1 y mxp. Entre los efectores moleculares examinados en
este estudio, el interferén de tipo | (ifn1) puede estimular los efectores celulares como las
células asesinas naturales y macréfagos (Kvamme et al., 2013). Ademads, ifnl regula
positivamente la proteina antiviral mxp, cuya codificacion puede estar regulada por la presencia
de ISREs (Das et al., 2008). El aumento de la expresion de ifn1 en las corvinas sometidas a la
prueba de estrés por exposicién al aire 1 hps (TA1H) podria explicarse por los resultados antes
mencionados. Sin embargo, la prueba de confinamiento/red no evidencid este mismo patréon de
expresién, como en el caso de cox2, y puede estar relacionado con diferencias en sefializacion
transcripcional.

La expresion de il-1b aumento a las 6 hps para los peces alimentados al 1% Trp en la prueba de
exposicion al aire (TA6H); sin embargo, al considerar la prueba de confinamiento/red, este gen
tuvo la menor expresidon ala 1y 6 hps (TN1H y TN6H, respectivamente) para ifni, il-1b, tnfla e
il-10. Dados estos resultados, parece ser que la prueba de confinamiento/red no es tan agresiva
como un factor de estrés comparada con la prueba de exposicién al aire. Entre las citocinas
estudiadas en esta investigacidn, la interleucina-1B (il-1b) influye en la funcién del eje HPI
estimulando la secrecidn de cortisol (Engelsma et al., 2002; Holland y Lambris, 2002). Ademas,
tnfa es una importante citocina proinflamatoria producida por una variedad de linfocitos que
promueve la apoptosis y la actividad respiratoria de macrdfagos, y puede promover la respuesta
antiviral a través de la estimulacién il-1b (Qin et al., 2001). Es posible que en nuestro estudio
estos las citocinas proinflamatorias respondieron de diferente manera a cada prueba de estrés
debido a la retroalimentacién o influencia de otras citocinas no analizadas en este estudio. En
general, la expresion génica de las citocinas proinflamatorias examinadas parece mostrar una
tendencia positiva por la adicion de 1% de Trp en la dieta; sin embargo, es necesario realizar
mas investigaciones para dilucidar este aspecto.

Con respecto a las citocinas, Trp puede funcionar como el primer paso para la sefializacién de la
proliferacion de células T, y esto puede estar funcionando en parte debido a las ISREs
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mencionadas previamente (Jenkins et al., 2016). Una vez activadas, las diferentes células T
producen citoquinas adicionales que tienen una variedad de efectos en una amplia gama de
funciones inmunes, algunas de las cuales se relacionan mas reacciones anti-inflamatorias que
proinflamatorias. La interleucina 10 funcional para modular las respuestas inflamatorias. En este
estudio, bajo la influencia de la exposicion al aire, la expresidon de il-10 se incrementd a la hora
post estrés (TA1H) en los peces alimentados con el suplemento de Trp al 1%, mientras que para
el mismo tratamiento dietético con Trp en la prueba de confinamiento/red ala 1y 6 hps (TN1H
y TN6H), se detectd una subexpresidon de il-10, lo que podria indicar un posible efecto positivo
de Trp en la condicidn intestinal. Por lo general, la expresion de il-10 se asocia con una
respuesta antiinflamatoria. Con el suplemento dietético de Trp al 1% y al aplicar la prueba de
estrés por confinamiento/red, il-10 se subexpresé lo que es indica una respuesta
proinflamatoria mds robusta. Aunque bajo tales condiciones en las que il-10 esta subrregulada
puede haber una sobreexpresién de citosinas inflamatorias y la activacion de células asesinas
gue podrian ser una fuente de dafio tisular no deseado, lo que ha sido detectado en D. labrax
alimentada con 0,52% de Trp (Azeredo et al., 2017c).

En el intestino, los péptidos antimicrobianos se expresan continuamente para mantener el
equilibrio entre el comensal versus bacterias potencialmente patégenas (Ostaff et al., 2013). Lo
anterior es logrado a través de lo que probablemente son controles estrictos sobre su expresion
para evitar dafios no deseados en el microbioma del huésped. En este estudio, la expresién de
pis fue sobreregulada a las 6 hps en los peces alimentados con Trp y sometidos a estrés por
exposicion al aire (TA6H), y esta misma tendencia se observé 1 hps (TA1H), aunque no fue
estadisticamente diferente. Por el contrario, la expresion de pis no se ve afectada en los peces
alimentados con Trp y cuando los peces fueron expuestos a la prueba de confinamiento/redes.
Ademds, la expresion hep y def en peces alimentados con Trp al 1% y sometidos a la prueba de
exposicidn al aire mostraron una ligera reduccion de la expresion en ambos tiempos
muestreados (1 y 6 hps), aunque no se encontraron diferencias estadisticas debido a una alta
variabilidad interindividual. Para los peces expuestos al estrés por confinamiento/red vy
alimentados con la dieta suplementada con el 1% de Trp, se encontrd una subexpresion de def
en ambos tiempos de muestreo (1 y 6 hps). Las alteraciones de la expresién de AMP puede ser
una causa de desequilibrio del microbioma del huésped (Ostaff et al., 2013), si bien la
modificacion en la expresién de AMPs fue diferente y dependiendo del gen analizado y el tipo
de estresor aplicado, no se pueden sacar conclusiones especificas sobre un efecto especifico y
se necesitan realizar mas estudios. Las diferentes sefales estresoras son diferentes para pis en
comparacion con hep y def una hora post estrés, y dependiendo del tipo de estresor (exposicién
al aire versus confinamiento/redes). Los péptidos antimicrobianos, como las proteinas
defensina, piscidina y hepcidina, son importantes moléculas efectoras del sistema inmunolégico
innato (Campoverde et al,2017), que se cree funcionan por mecanismos liticos (Campagna et al.,
2007; Noga et al., 2009; Smith et al., 2010). Dependiente de la clase de AMPs, se puede
observar diferencias en la eficiencia contra patégenos virales, fungicos o bacterianos (Lauth et
al., 2005; Falco et al., 2008; Casadei et al., 2009; Masso-Silva y Diamond, 2014; Campoverde et
al.,, 2017). En este mismo aspecto, se ha demostrado que el triptéfano modifica diversos
patrones moleculares asociados (PAMP) al aumentar especificamente su expresiéon en ensayos
experimentales (Casadei et al., 2009; Campoverde et al., 2017). Por su parte, la Piscidina
también tiene la capacidad de modular la expresidn de genes proinflamatorios e inmuno-
asociados (Lin et al., 2016; Yang et al., 2016). La capacidad de pis para modular la expresion de
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genes inmunes proinflamatorios puede explicar los diferentes patrones de expresion vistos
entre pis y los otros dos AMPs analizados en este estudio, o la baja regulacion de los AMPs
dependiendo de las condiciones de estrés por la exposicidn al aire, lo que, a su vez puede estar
relacionado con la sobreexpresion de il-10. La expresion de AMPs bajo multiples controles
regulatorios probablemente ayuda a prevenir la disbiosis del intestino, ocasionado por la lisis de
huéspedes benéficos del microbioma (Ostaff et al., 2013).

Finalmente, cabe mencionar que bajo la prueba de confinamiento/red, la adicion de Trp
aumentoé la expresion de gapdh. Este aumento en la expresidn de gapdh podria proporcionar un
beneficio para la produccion de energia y, por lo tanto, mejoras en todos los demds eventos
metabdlicos relacionados con el equilibrio energético del animal; esto ha sido demostrado in
vitro utilizando células intestinales cultivadas de la lubina europea D. labrax complementados
con Trp (Azeredo et al., 2017c). Este incremento en la expresién de gapdh fue observada en
corvina como respuesta de ambos estresores después de 1 hps en peces alimentados con la
dieta Trp en comparacién al grupo de control. Este gen se considerd inicialmente como un gen
de referencia en nuestros analisis, pero al comprobar su nivel de expresion, se encontrd que era
diferencialmente regulado en funcién del factor estresante considerado, lo que puede atribuirse
a la funcion de esta enzima en la respiracion celular. La transferencia de electrones durante la
respiracion celular requiere NAD* como un portador de electrones; y en este aspecto, el Trp es
un precursor metabdlico y un requisito para sintesis de NAD". Por lo tanto, la disponibilidad de
Trp puede ser limitante en la transferencia de electrones y el funcionamiento de la respiracion
celular. Con mas disponibilidad de Trp en la dieta, existe la posibilidad de un aumento en la
sintesis de NAD" (Richard et al., 2009), aliviando este paso limitante de la respiracién celular. El
incremento de la respiracion celular se haria evidente por un aumento de la produccién de las
enzimas clave en esta ruta metabdlica. Teniendo en cuenta estos resultados, se debe poner
especial atencidn cuando se utiliza gadph como gen de referencia en estudios en los que los
peces pueden estar expuestos a condiciones potencialmente estresantes.

8.3 Bioensayo 3.- L-Tryptophan immune modulation in tropical gar (Atractosteus tropicus)
under stress by thermal shock and mimic transport to hatcheries

Las practicas acuicolas exponen a los peces a diversos factores estresantes, ya sean intrinsecos o
extrinsecos, que afectan el crecimiento, supervivencia, el rendimiento y la produccidn. Factores
como la exposicion crénica al aire tiene efectos perjudiciales en los organismos acuaticos, lo que
provoca diversos mecanismos de proteccién y respuestas inmunitarias (Wendelaar Bonga,
1997), lo que puede afectar el metabolismo y varios procesos celulares, incluida la inmunidad
(Tort, 2011). Por esta razon, el uso de aditivos funcionales en los alimentos balanceados es una
de las estrategias de prevencidn para atenuar o reducir los impactos dafiinos que pueden tener
las malas practicas acuicolas y asi disminuir posibles pérdidas en la produccién. En el caso
particular de esta disertacidn, se evalu6 el uso de la vitamina a-tocoferol en dietas para el jurel
y el aminodcido triptéfano en alimentos para la corvina y el pejelagarto.

8.4 Discusion general

En el estudio con jurel se puede destacar el efecto benéfico de la suplementacién con 500mg/kg
de a-tocoferol contra la dieta control, donde las enzimas antioxidantes regulan la produccién de
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radicales libres, lo que evita la peroxidacion lipidica y mantiene la estructura y funcién de las
membranas celulares (Nimse y Pal., 2015). Lo anterior se puede inferir por el incremento de la
actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx tanto en el higado como en bazo en los
peces alimentados con la dieta suplementada con vitamina E. La dindmica de la regulaciéon
activa en la eliminacién de radicales libres por estas enzimas se lleva a cabo por un proceso de
oxido-reduccion (de Fatima et al.,, 2021) donde la SOD, es la primera enzima encargada de
eliminar los radicales libres del oxigeno, convirtiéndolos en oxigeno y perdxido de hidrégeno.

Posteriormente, la enzima CAT cataliza la descomposicién de perdxido de hidréogeno en agua y
oxigeno, mientras que la enzima GPx convierte el perdxido de hidrégeno en agua y los
hidroperdxidos de acidos grasos resultantes de esta reaccidon se convierten en alcoholes no
téxicos (Nimse y Pal, 2015). Al contrario, cuando hay estrés oxidativo, los radicales libres atacan
todas las clases de biomoléculas, principalmente a los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de
las membranas celulares (Rao y Agarwal, 1999). Si bien la relacidén entre los danos histoldgicos,
procesos de inflamacidon y la actividad antioxidante necesitan ser corroboradas con otros
andlisis, se puede indicar que la suplementacién de 500mg/kg de a-tocoferol en juveniles de
jurel disminuyé el porcentaje de drea de cobertura de melanomacréfagos de rifidn cefdlico y
bazo (HK-MMC y Bazo-MMC), ademads de aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes
(Capitulo 1). De esta forma, la suplementaciéon con la vitamina E disminuye el dafio celular
ocasionado por la liberacion de radicales libres, ademas de la activacion del sistema
inmunolégico innato de los peces como mecanismos de defensa y factores humorales
(Secombes y Wang, 2012); sin embargo, este aspecto no fue corroborado en este estudio.

Ambos procesos, metabdlicamente demandan energia, lo que impone una sobrecarga para la
produccién de energia a nivel celular, aunado a las respuestas generales al estrés (Mommsen et
al., 1999), por lo que teniendo en cuenta los niveles de lipidos en la dieta y los de acidos grasos
polininsaturados, estos resultados sugieren que las dietas deben aumentar su contenido en
vitamina E para reducir el estrés oxidativo en drganos como el higado ya que una cantidad
adecuada de compuestos antioxidantes como la vitamina E puede mantener el equilibrio redox
celular, evitando el dafo oxidativo.

Por otro lado, el estrés conduce a una cascada de respuestas como reacciones metabdlicas,
hormonales, inmunolégicas y bioquimicas que tienen como objetivo la busqueda de la
homeostasis del individuo ante situaciones que pongan en peligro su equilibrio (de Fatima et al.,
2021). En el estudio de juveniles de corvina alimentadas con dietas suplementadas con
triptéfano al 1%, se muestra un claro efecto en la expresion gendmica de diversas enzimas de la
respuesta inmune innata, procesos de respuesta inmune humoral, péptidos antimicrobianos y
un marcador de respiracion mitocondrial. El Trp participa en la modulacién del eje HPI y
cromafina, que tienen una influencia vital en las funciones fisioldgicas relacionadas con la
produccién de muchos tipos de moléculas de senalizacidon que se dividen en dos tipos: aquellas
gue retienen el anillo de indol como serotonina, melatonina e indol-piruvato o, las que rompen
el anillo de indol para formar quinurenina, siendo ésta el precursor de las moléculas de
sefializacion que son el primer paso en la sintesis de novo de NAD + (Fiore y Murray., 2021),
donde el triptdfano juega un papel importante en la red de sefalizacién del sistema
inmunolégico.
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La eliminacion de los factores de estrés ya sean abidticos (hipoxia, temperatura, shock
osmotico, etcétera) o bidticos (depredacion, patégenos, manejo y transporte, entre otros) en las
practicas acuicolas es casi imposible. Por lo tanto, atenuar la repuesta fisioldgica resulta ser
necesario en esta actividad productiva. En este estudio, los peces sometidos a estrés por
exposicion al aire nos permitieron obtener un claro panorama en cuanto a las afectaciones que
pueden impactar directamente la inmunidad local del intestino: sobre expresiéon de los genes
del sistema inmune innato (c3, lys y cox2), procesos de respuesta del sistema inmune humoral
(il10) y péptidos antimicrobianos (def y hep) en juveniles de corvina. Sin embargo, los peces
sometidos a confinamiento no mostraron un claro patrén de respuesta inmune, atribuyéndose
gue diferentes estresores pueden generar diferentes efectos en la inmunidad local del intestino
(Hellwig-Birgel et al., 2005; Palazén et al., 2014). Por consiguiente, se contintda en la busqueda
de aditivos funcionales que protejan a los peces, lo cual ha sido demostrado en varias especies
como Labeo rohita (Gupta et al., 2021), con la cual se observaron diversas respuestas
inmunomodulatorias favorables para sobrevivir al estrés y la infeccion generalizada por
Aeromona hydrophila al suplementar su alimento con aditivos funcionales como estrategia para
una acuacultura sustentable y con mejores panoramas en la salud.

Por otro lado, en el bioensayo de pejelagarto (A. tropicus), sélo se alcanzé a medir variables de
crecimiento en talla y peso, y si bien no se obtuvieron diferencias significativas, se ve una
tendencia hacia el tratamiento suplementado con 0.25% de triptéfano, lo que corresponde con
los datos obtenidos en mejoras del crecimiento en especies como la tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) en un estudio elaborado por Quintero-Pardo y Cardoso-Giaquinto
(2015). Estos autores analizaron requerimientos de triptéfano en la dieta en diversos niveles,
donde en el 0.84% y 0.82% se obtuvieron mejores resultados de crecimiento, ganancia en peso
y balance del consumo de raciones, ddndonos una proyeccion no sélo al efecto
inmunomodulador y regulacién del estrés por manejo, sino también directamente relacionado
al crecimiento.

En general, para lograr una mayor comprensién de los mecanismos moleculares de las diversas
opciones de suplementacién dietética con el objetivo de ser inmunoestimulantes y mitigadoras
de la oxidacion, se sugiere el uso de técnicas analiticas mas profundas y herramientas de
deteccién de alto rendimiento como la transcriptémica, nutrigendmica y metaboldmica.
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9. CONCLUSIONES

La vitamina E (a-tocoferol) protege a los 6rganos linfoides contra dafios por radicales libres
en juveniles de jurel (Seriola rivoliana), evitando la formacion de MMC.

El andlisis de enzimas antioxidantes e histologia nos brinda conocimientos basicos sobre la
funcién protectora de la vitamina E en concentracion de 500mg/kg de a-tocoferol en
juveniles de jurel (Seriola rivoliana).

El aminodacido triptéfano al 1%, tiene un notorio efecto en las funciones fisioldgicas
analizadas en la expresién de genes del tejido linfoide asociado al intestino (GALT) en
juveniles de corvina (Argyrosomus regius).

El estrés por exposicion al aire tiene un efecto mas agresivo en la modulacién de genes del
sistema inmune en juveniles de corvina (Argyrosomus regius) a diferencia del estrés por
confinamiento en peces suplementados con 1% de triptéfano en el alimento.

El aminoacido triptéfano al 0.25%, nos indica una tendencia a un mayor crecimiento en peso
y talla para juveniles de pejelagarto (Atractosteus tropicus).

El uso de aditivos alimentarios funcionales como a-tocoferol y triptéfano, promueve una
mejora en proteccion celular y tiene una influencia vital en las funciones fisiolégicas de los
organismos acuaticos estudiados en esta tesis.

9.1 Perspectivas de futura investigacion

» Analizar la expresion génica de marcadores involucrados en el sistema antioxidante e
inmune para determinar el rol de proteccidén que juega el a-tocoferol en juveniles de
jurel (Seriola rivoliana).

» Analizar el mecanismo de adaptacidén al estrés por manejo acuicola en diversos
tiempos de exposicidn, mediante analisis de concentraciones de cortisol y glucosa en
la sangre en peces suplementados con triptéfano al 1%.

» Realizar los analisis enzimaticos digestivos y antioxidantes, asi como su respectiva
expresion de genes relacionados al sistema inmune, para identificar la dosis que
ayude a contrarrestar dafios por el posible estrés provocado en juveniles de
pejelagarto (Atractosteus tropicus).

» Proporcionar evidencias mas claras sobre el papel que juegan estos aditivos en la
fisiologia de los peces de importancia local y comercial, y asi proponerlos como
mejoras en la rentabilidad de un cultivo comercial.
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