Acuabio 1 estimula el metabolismo anaerobio y el sistema
inmune innato de las larvas de goldfish y tilapia

Rebeca Martinez', Yamila Carpio', Yoelys Gémez', Manuel Raices?, Antonio Morales’,
Fidel Herrera', Osmany Gonzdlez', Reynold Morales',> Mario P Estrada’

'Departamento de Biotecnologia Acudtica, Divisién de Biotecnologia Animal
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Apartado Postal Box 6 162,
Ciudad de La Habana, Cédigo Postal 10 600, Cuba

E-mail: mpablo@cigb.edu.cu

2Grupo de Negociacién y Desarrollo de Proyectos

RESUMEN

Acuabio 1 es una mezcla de proteinas y aminodcidos esenciales que ejercen un efecto nutricional importante en las
etapas iniciales del desarrollo de los organismos acudticos. Su efecto sincroniza y estimula el crecimiento de las
larvas. Con su empleo se activa y acelera el mecanismo de crecimiento desde edades muy tempranas, asi como el
desarrollo y la talla de los animales, lo cual provoca, como efecto secundario, una mayor resistencia ante organismos
parasitos. Estas propiedades del Acuabio 1 lo hacen muy atractivo para su utilizaciéon en el mejoramiento de la
produccién, sobrevida y calidad de las larvas de los organismos acudticos, etapa crucial en el cultivo de esos
animales. En esta investigacién se evidencié la accién estimuladora de Acuabio 1. Se obtuvieron larvas de goldfish
con un peso 3.5 veces mayor, y larvas de tilapia con un peso 1.6 veces mayor, comparando ambos resultados con
el control negativo. A su vez, hubo un estimulo del metabolismo anaerobio y de los factores que median la
respuesta inmune innata. A partir de este estudio, se comprendieron mejor los mecanismos moleculares que activa
este suplemento nutricional.
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ABSTRACT

Acuabio 1 is able to stimulate the anaerobic metabolism and immune system in goldfish and tilapia
larvae. Acuabio 1 is an mixture of essential protein and amino acids able to generate an important effect at
preliminary developmental states of aquatic organisms. When Acuabio 1 is used, it is able to synchronize and
stimulate the offspring growth since early states speeding animal development and growth generating in parallel
a higher resistance to parasites. These qualities made the product very attractive for being used in improving the
survival rate, quality and quantities of aquatic organisms at larvae stage, a moment that is crucial when cultivating
such animals. In this work it is shown the stimulating effect in goldfish, heavier larvae 3.5 times and in the case of
tilapia 1.6 times more than the negative control larvae, also it was detected an increase in the anaerobic metabolism
and in other factors responsible in mediate the innate immunological response in treated larva, helping to understand
the molecular mechanisms released by this food supplement.

Key words: fish, growth, innate immune system

Introduccion

La acuicultura constituye una via aternativa para la
proteccion delos ecosistemas marinosy de aguadulce.
Sin embargo, las altas densidades de peces que se
alcanzan mediante las tecnologias aplicadas a la
acuicultura, aumentan el estrés en los peces, lo cua
provoca la aparicién de enfermedades ocasionales por
agentes patdgenos oportunistas restringiendo la
productividad acuicola, requiriendo especia atencion
por parte delosinvestigadores[1]. Uno delosretosde
la acuicultura consiste en aumentar los indices de
produccion en e estadio larval. En este periodo de la
vidadelospecesocurrelamayor pérdidade g emplares.
Por ello, cualquier intento paramejorar lasobrevivencia
y la calidad de vida de las larvas, ayudard a que un
mayor nimero de peces alcance €l estado adulto, lo que
resultard en un aumento de la produccion acuicola.

La biotecnologia acuética ha desarrollado multiples
edtrategias experimental es, encaminadas a modificar €
crecimiento enlospecesapartir delaadministracién de
varias hormonas como la prolacting, la insuling, la
hormona de crecimiento (HC) y las hormonas

. Autor de correspondencia

esteroideas|[2], asi como laaplicacion dedietasricasen
nutrientes proteicos especificos. Se le ha conferido
particular importancia al mejoramiento genético,
mediante latransferenciade genesy las manipul aciones
cromosdmicas. Con € empleo de estas tecnologias se
han obtenido variedades de salmén, trucha, tilapiay de
otras especies comerciales, con mayor tasa de
crecimiento, menor susceptibilidad a las condiciones
ambientales adversas, con necesidades nutricionales
significativamente inferiores y mayor resistencia ante
las enfermedades[3].

Con este proposito, el Departamento de Biotecnologia
Acuética del Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB, Ciudad de LaHabana, Cuba) ha
desarrollado el suplemento nutricional Acuabio 1,
comercializado por la firma Heber Biotec. Este
producto es una mezcla de proteinas y aminoécidos
esenciales, que gjercen un efecto nutricional importante
en las etapas inicia es de desarrollo de | os organismos
acudticos. Su efecto estimulay acelera el crecimiento
delaslarvasde peces, asi como €l posterior crecimiento
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y desarrollo de los animales desde edades muy
tempranas, a la vez que provoca, como efecto
secundario, una mayor resistencia ante organismos
parasitos. Ademas, se ha comprobado que Acuabio 1
estimula la liberacion de la hormona de crecimiento
(HC) end6gena en sangre, asf como latrascripcion del
factor del crecimiento tipo insulina en el higado.

Es conocido que lainteraccion entre € sistemainmune
y el endocrino, por la via de las hormonas y las
citoquinas, esimportante para gjustar |os mecanismos
de defensa tanto en mamiferos como en peces [4]. El
sistemainmune actlia sobre | 0s agentesinfecciosos que
tienen contacto con €l huésped, y es por elo que su
estudio es basico para el desarrollo de estrategias, con
el objetivo de mgorar e estado inmunolégico de los
peces en cultivo.

Hasta el momento no se han realizado estudios
bioquimicos ni ensayos dirigidos abuscar evidencias
de la estimulacién del sistema inmune en animales
tratados con Acuabio 1. Por todo ello, el objetivo de
esta investigacién fue estudiar algunos pardmetros
bioquimicos como las enzimas | actato deshidrogenasa
(LDH), lacreatinaquinasa (CK), la aspartato amino
transferasa (ASAT), los triacilglicéridos (TAG), asi
como los niveles de lisozima, lectinas y la actividad
antiproteasa, indicadores del sistemainmune innato,
en las larvas de goldfish Carasius auratus) y de
tilapia (Oreochromissp.) tratadas con el suplemento
nutricional Acuabiol. La tilapia (Oreochromis sp.)
es una de las especies de mayor importancia en la
acuicultura, debido aquetiene elevado nivel proteico,
bajo costo de produccion y solo necesita seis meses
para alcanzar el peso comercial de 250 gramos [5].
Por ello, constituye una especie de eleccion paralos
estudios de crecimiento. En la actualidad, existe un
crecienteinterés mundial por |os peces ornamentales
[6], asi como por |a estimulacion del crecimiento de
estas especies. Estos estudios pueden ser modelo
para aplicaciones futuras en peces de interés
economico, lo cual constituye una alternativa
tentadora en la que se pudieraincursionar.

Materiales y métodos

Experimentos de crecimiento

Los experimentos de crecimiento se realizaron en el
Centro de Ingenieria Genéticay Biotecnologia (CIGB),
Ciudad de La Habana, en condiciones estables de
temperatura (28 °C) y con un fotoperiodo controlado
(14 horas de luz y 10 de oscuridad). Para ello se
emplearon larvas de goldfish (Carasiusauratus) y de
tilapia (Oreochromis sp.), procedentes del Centro
Acuicola Mamposton (CPAM), del Ministerio de la
Industria Pesquera.

Se conformaron grupos experimentales de 150
larvas, que fueron alimentadas con pienso comercial
pulverizado, proveniente del Centro paralaProduccion
deAnimalesdeLaboratorios(CENPALAB), suminis-
trado dos veces al dia, una cantidad equivalente al
40% del peso corporal.

L os peces fueron tratados con Acuabio 1, a una
concentracion de 0.01 g/L (dosis que sugiere el
fabricante), por laviade lainmersién, tres veces por
semanay durante unahora. A los pecesidentificados
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como controles negativos seles administro placebo a
igual concentracion. Transcurrida una hora de
tratamiento, los estanques de goldfish se oxigenaron
mediante goteo y los de tilapias, mediante oxigenacion
artificial.

L os animal es se anestesiaron con 3-aminobenzoato
de etilo (sal metanosulfonato) (Sigma Chemical Co.),
semidieron, se pesaron y luego se congelaron a-70°C
para su posterior uso.

Parael estudio del efecto del suplemento nutricional
Acuabio 1 enlaslarvasde goldfish (Carasius auratus),
se realiz6 un experimento de crecimiento durante 19
dias. Al inicio de este se pesd un grupo de 15 peces,
paraobtener el promedio delamasainicial (0.0012 g).
Al final del experimento (dia19), semidierony pesaron
30 peces de cada grupo.

Con los datos de latalla (mm) y el peso (g) de los
peces se calcul6 € factor de condicion (k), segin
Rhaman y Maclean [7], mediante la formula:

k= €S0 * 1000
Longitud (cm)

La velocidad de crecimiento especifica (VCE) se
calcul 6 segiin Gill y colaboradores[8], por medio dela
formula, donde T es el tiempo quedurd €l experimento:

VCE (%/dia) = In (peso final)- In (pesoinicial) * 1000
T

Preparacién homogénea de extractos de larvas

Las larvas de tilapia se homogeneizaron con Politron
ULTRA-TURRAX T25 (IKALabortechnik), mediante
unarelacion de 10 mL de una solucion de PBS 1X por
cada gramo de tgjido larval. Posteriormente, la mezcla
se centrifugd a5 000 rpm, durante 15 minutos a4 °C.
Se tom6 €l sobrenadante y se amacen6 a-70 °C hasta
Su posterior uso, 48 horas después.

Determinacién de los pardmetros bioquimicos
LDH, ASAT, CK, TAG y de las proteinas totales

Posteriormente, setomaron 1.5 mL del extracto crudo,
se centrifugaron a 12 500 rpm durante 4 minutos a4 °C
y se tomd el sobrenadante, a partir del cual se
determinaron las actividades enziméticas de LDH,
ASAT, CK, TAG y de las proteinas totales. Para la
determinaci 6n delasactividades enziméticas especificas
LDH, ASAT, CK y delaconcentracion detriglicéridos,
seutilizaron juegos de reactivos comercial es producidos
por HELFA. Diagnosticos. EPB “Carlos J. Finlay”,
Quimefa, Cuba. Lasdeterminaciones serealizaron segliin
las recomendaciones del fabricante; la de las proteinas
totales, mediante el método del &cido bicinconinico,
empleando un juego de reactivos de lafirma Pierce.

Determinacién de lisozima

La actividad de lisozima se determiné mediante €l
método turbidimétrico, basado en la lisis de
particulas liofilizadas deMicrococcus|ysodeikticus
(Sigma) [9], con & empleo de lisozima de clara de
huevo de gallina (Boehringer Mannheim, Alemania)
como control positivo. Los patrones de lisozima se
prepararon a concentracionesde 0.5, 1, 2, 4, 6,8y
10 pg/mL en una solucion tampén de fosfato 0.05 M,
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pH 6.2. En placas de 96 pocill os, se afiadieron 100 pL
de lamuestra de interés por duplicado. En cada uno
de estos pocillos, se agregaron 100 pL de la
suspensién del microorganismo, aunaconcentracion
de 0.4 mg/mL, y el volumen final fue de 200 uL. La
densidad opticase ley6 a450 nm alosO0, 2, 5, 15,
30y 60 minutos. La variacion de 0.001 unidades de
DO en un minuto se consideré como una unidad
(V) delisozima.

Determinacién de lectinas

La sangre de congjo que se utilizo se colecté en una
solucion de D-glucosa0.11M, citrato de sodio 37 mM,
NaCl 72mM y é&cido citrico 2.9 mM, en unaproporcién
de 50% volumen-volumen (v-v), almacenada a 4 °C
hasta el momento del ensayo. La sangre colectada se
lavé dosvecesen PBS 1X pH 7.2 (NaCl 136mM, KClI
2.6 mM, Na2HPO4 8.0 mM, KH.PO4 1.47 mM). Para
loslavados se centrifugd a1 500 rpm durante 5 minutos.
Parael ensayo se prepar6 una suspensién de eritrocitos
a 2% v-v en PBS 1X, pH 7.2. Se hicieron diluciones
seriadas delas muestras de interésen PBS 1X, pH 7.2,
en placas de 96 pocillos de fondo en U (COSTAR, 96
Well Serocluster U-Bottom), en un volumen total de
100 pL en cada pocillo. A cada pocillo se afiadieron
100 pL delasuspension deeritrocitosal 2%, y durante
1 h seincubd la placaa 28 °C. Se incluy6 un control
negativo de 100 uL de PBS 1X, pH 7.2y 100 pL dela
suspension de eritrocitos al 2%. El titulo de
hemaglutinacién para cada muestra, se determiné
tomando como titulo delectinaslamayor dilucion dela
muestra, enlacua se observahemagl utinacién completa

Actividad antiproteasa

Se empled e método descrito por Magnadottir et al.
[10]. Setomaron 20 pL delosextractoshomogéneosde
larvasy seincubaron conigual volumen de unasolucion
de tripsina 5 mg/mL durante 10 min a 22 °C.
Posteriormente, se afiadieron 200 pL de solucién
tampon de fosfato 0.1M pH 7y 250 pL de azocaseina
al 2%, y seincub6 a 22 °C durante 1 hora. Transcurrido
esetiempo, se afiadieron 500 pL de &cido tricloroacético
(TCA) a 10%y seincub6 la mezcla durante 30 min a
22 °C. Luego se centrifugd a 6 000 rpm durante 5 min.
Setransfirieron 100 pL del sobrenadante aunaplacade
96 pocillos que contenia 100 pL por pocillo de 1IN
NaOH. LaDO seleyd a 450 nm. Como grupo control
al 100%, se afiadié una solucion tampdn en lugar delos
extractos homogéneos de larvas, y como control
negativo, la solucién tampdn de fosfato reemplazo los
extractos homogéneos de larvas y la tripsina. El
porcentajedeinhibicion delaactividad detripsinapara
cada muestra se calculé en comparacién con e grupo
control al 100%. Todas las muestras se analizaron por
duplicado.

Analisis estadistico

Los peces tratados y 1os no tratados con Acuabio 1
crecieron expuestos a las mismas condiciones
ambientales, con e objetivo de minimizar |os efectos
del medio ambiente y la variacion [11]. Los datos se
presentan como lamedia+ € error estandar deesta. Las
medias de todos los parametros analizados entre los
animales tratados y 1os no tratados se compararon
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mediante la prueba estadistica t de Student. Las
diferenciasseconsideraron significativasparap < 0.05.

Resultados

Crecimiento de las larvas de golfish

Los resultados del experimento de crecimiento de las
larvas de goldfish se muestran en latablaly en las
figurasly 2.

Al finalizar €l ensayo, se apreci6 una diferencia
significativaenlatdla, el pesoy el factor de conversion
de las larvas tratadas con Acuabio 1. Estas crecieron
2.38 mg/dia, mientras que las larvas tratadas con €l
placebo, crecieron 0.61 mg/dia. Esto indica que el
crecimiento de los peces que recibieron €l tratamiento
con Acuabio 1 fue 3.9 veces mas rapido que € de los
peces controles.

Pardmetros bioquimicos

Con €l objetivo de relacionar la estimulacion del
crecimiento provocado por el Acuabio 1 enlosgoldfish
con algunos parametros bioquimicos, se determinaron
laactividad enziméticaespecifica(AEE) delasenzimas
asociadas con el metabolismo anaerébico (LDH y CK),
el metabolismo de aminoacidos (ASAT), asi como las
concentraciones de triacilglicéridos (TAG) y de
lisozima en los estractos homogéneos de peces. Las
enzimas liticas, como la lisozima, son el ementos de
defensa importantes, especialmente contra las

Tabla 1. Factor de condicién y velocidad de crecimiento
especifica de las larvas de goldfish (Carasius auratus)
tratadas con Acuabio 1

Grupo experimental Factor de condicién (k) VCE (%/dia)
CN 10.13 = 1.03 11.19 £ 0.722
Acuabio 1 1323 £ 0.78 * 18.77 £0.435*

Los datos se expresan como la media * el error estandar.

(*) indican las diferencias significativas entre los animales
tratados con el Acuabio 1y los tratados con el placebo para un
valor de p < 0.05.

VCE: Velocidad de crecimiento especifica.
CN: Grupo control negativo tratado con el placebo.

A

18 -
16 -
14 -
12 - _
10 -

Talla (mm)

o N A O
1

10. Magnadottir B, Jonsdottir H, Helgason
S, Bjornsson B, Jorgensen T, Pilstrom L.
Humoral immune parameters in Atlantic
cod (Gadus morhua L.). lI: the effects of size
and gender under different environmental
conditions. Comp Biochem Physiol B
1999;(122):181-8.

11.Dunham RA, RambouxAC, Duncan PL,
Hayat M, Chen TT, Lin CM, Kight K,
Gonzalez-Villsensor LI, Powers DA. Transfer,
expression, and inheritance of salmonid
growth hormone gene in chanel caffish,
Ictalarus punctatus, and effect on perfor-
mance traits. Mol Mar Biol Biotechnol
1992;(21):380-9.

CN Acuabio 1

CN Acuabio 1

Figura 1. Efecto del suplemento nutricional Acuabio 1 en el crecimiento de larvas de goldfish (Carasius
auratus). Datos de talla (A) y peso (B) obtenidos al final del experimento.

Leyenda:

El asterisco(*) indica las diferencias entre el grupo tratado con Acuabio 1 y el grupo tratado con el

placebo (CN); p < 0,05 (test t).

n = 30 peces de cada grupo. Los datos se representan como la media + error estandar.

Biotecnologia Aplicada 2006; Vol.23, No.4
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Acuabio 1 CN Acuabio 1
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-

Figura 2. Fenotipo de las larvas de goldfish al término del
experimento.

Leyenda:

Acuabio 1: Larvas tratadas con el suplemento nutricional
Acuabio 1.

CN: Larvas tratadas con el placebo.

bacterias. Los resultados de las determinaciones se
muestran en latabla 2.

La determinacion de la AEE de la LDH y de los
valoresdelaconcentracion delisozimaen los extractos
homogéneos de goldfish, mostré diferencias
significativas entre las larvas tratadas con Acuabio 1
(n=9)y las larvas tratadas con el placebo (n = 8).
Por e contrario, no hubo diferencias significativas
entrelos grupos, al analizar laAEE delaCK, otrade
las enzimas anaerdbicas, y la ASAT. Algo similar
ocurrié con las concentraciones de TAG.

Crecimiento de las larvas de tilapia

Con € objetivo de estudiar el efecto del suplemento
nutricional Acuabio 1 en las larvas de tilapias
(Oreochromis sp.), se observé su crecimiento durante
27 dias. Los peces se midieron y pesaron al inicio (dia
0), en€ dial5,y al final del ensayo (dia27). Al principio
del experimento, latdlapromediodelaslarvasfue 15.22
+ 0.5 mmy el peso, 0.065 + 0.01 g (los resultados se
muestran en latabla3y enlafigura 3).

Tabla 2. Efecto del suplemento nutricional Acuabio 1 en
los parédmetros bioquimicos estudiados en larvas de
goldfish (Carasius auratus).

Parametros CN Acuabio 1
LDH 0.466 + 0.056 0.814 = 0.084*
(U/mg prot.) (n=28) h=9)
CK 0.094 + 0.024 0.136 + 0.037
(U/mg prot.) (n=28) (n=10)
ASAT 0.127 £ 0.017 0.123 £ 0.016
(U/mg prot.) (n=8) (n=8)
TAG 0.218 + 0.025 0.288 + 0.040
(mmol/L) n=29) (n=10)
Lisozima 28.25+1.05 33.48 = 0.00*
(my/g tej.) (n=4) (n=4)

Los datos se expresan como la media * el error estandar.

(*): Indican las diferencias significativas entre los animales
tratados con el Acuabio 1 y los tratados con el placebo (CN)

Tabla 3. Experimento de crecimiento con el suplemento
nutricional Acuabio 1 en tilapias (Oreochromis sp.)

Tiempo Talla de larvas (mm) Talla de larvas (mm)
(dias) CN Acuabio 1
0 1522 = 0.5 (n = 23) 15.22 = 0.5 (n = 23)

15 2400+ 1.12(n=11) 27.10 = 0.94 (n = 10)
27 2792 +053(n=51) 31.69 *0.38* (n = 162)

Los datos se expresan como la media * el error estandar.

Los asteriscos (*) indican las diferencias significativas entre los
animales tratados con Acuabio 1y los tratados con el placebo
(CN) para un valor de p < 0.05.

La n indica el nomero de peces analizados individualmente.

Ladiferencia de peso de los animales tratados con
respecto a los animales controles, se manifest6 a los
15 dias de tratamiento, y la velocidad especifica de
crecimiento de los peces tratados con Acuabio 1, fue
mayor 1.21 veces que la de los peces tratados con el
placebo (Tabla 4).

Pardmetros bioquimicos

Posterior al estudio de crecimiento, se evaluaron
determinados parametros bioquimicos, talescomolaAEE
de enzimas relacionadas con & metabolismo anaerdbico
(LDH y CK) o con el metabolismo de aminoécidos
(ASAT), asi como las concentracionesdetriacilglicéridos
(TAG), como se observaen latablas.
Losvaloresde AEE delasenzimasanaerobicasL DH
y CK indican una diferencia significativa entre los
organismostratadosy los no tratados con Acuabio 1.
Las larvas de los peces no desarrollan inmunidad
especificadurante | as etapas tempranas de desarroll 0.
Entre los parémetros de la inmunidad innata se
destacan las lectinas. Estas son glicoproteinas que se
han podido aislar de diversas especies de peces, y que

Acuabio 1
A CN
0.8
*
0.7 H o
—]
0.6

0 T T 1
0 10 20 30
Tiempo (dias)

para un valor de p < 0.05. Figura 3. Comportamiento del peso de las larvas de tilapia tras el experimento de crecimiento con el

suplemento nutricional Acuabio 1.
Leyenda: Los datos se expresan como la media + el error estandar. Los asteriscos (*) indican las

diferencias significativas entre los animales tratados con Acuabio 1 y los animales tratados con el placebo
(CN); p < 0.05 (test t); n = 162.

n: Indica el numero de grupos de goldfish de 250 mg
aproximadamente, analizados en los ensayos.

U/mg prot.: Unidades por miligramos de proteinas totales.
ny/g tej.: Microgramos por gramos de tejido larval.
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Tabla 4. Factor de condicién (k) y velocidad de
crecimiento especifica (VCE) obtenidas en el
experimento de crecimiento de larvas de tilapia
(Oreochromis sp.)

Parametros CN Acuabio 1
Factor de condicién (k) 20('24=i;5 .?)'47 21(;132 ?602‘)75
. .862 = 0.224 .327 + 0.145*
VCE (%/dia) 6 8{’“ : 50” 8 3(n - 122) 5

Los datos se expresan como la media * el error estandar.

(*): Indican las diferencias significativas entre los animales
tratados con Acuabiol y los tratados con el placebo (CN), para
un valor de p < 0.05.

n: Indica el numero de peces analizados individualmente.
VCE: Velocidad de crecimiento especifica.

funcionalmente pueden estar involucradas en ladefensa
del hospedero. Se observé actividad hemaglutinante
en los extractos homogéneos de larvas. Las larvas de
tilapiatratadas con Acuabio 1 mostraron unaactividad
de hemaglutinacion mayor. El titulo delectinasfue 2.5
veces mayor en las larvas tratadas con Acuabio 1, en
comparacién con el control negativo (Figura4).

Muchas bacterias producen toxinas proteoliticas
que digieren las proteinas de los tejidos hospederos
como unafuente de aminoécidos; por tanto, laactividad
antiproteasa constituye otro factor importante de la
inmunidad innata. En este experimento la actividad
antiproteasa fue 1.8 veces mayor en los extractos
homogéneos de larvas tratadas con Acuabio 1, en
comparacién con el control negativo (Figura5).
Discusion
El estado larval delos pecesesel estadio en que ocurre
la mayor pérdida de individuos, por lo que cualquier
intento por mejorar la sobrevivenciay la calidad de
vida de estas posibilitara que un mayor nimero de
larvas alcance € estado adulto, lo que llevaria a un
aumento de la produccion acuicola.

En investigaciones precedentes se demostrd que
las dietas que incluian hidrolizados de proteinas
concentrados, estimulaban lavel ocidad de crecimiento
delas larvas de carpa comun y de besugo [12]. Se ha
observado quelaformaen que se administralafuente
proteica pudiera ejercer efectos temporales en el
desarrollo de las larvas de peces, probablemente
relacionado con laontogeniadel tracto digestivo [13],

Tabla 5. Efecto del suplemento nutricional Acuabio 1 en
los pardmetros bioquimicos estudiados en larvas de
tilapia (Oreochromis sp.).

Parémetros CN Acuabio 1
LDH 308.8+£67.23 567.7 = 82.66*
(U/mg prot. ) (n=6) h=7)
CK 0.028 = 0.005 0.048 = 0.008*
(U/mg prot.) (n=38) n=7)
ASAT 0.064 = 0.010 0.070 = 0.009
(U/mg prot.) (n=10) n=29)
TAG 0.753 £ 0.075 0.698 + 0.048
(mmol/L) (n=10) (n=10)

Los datos se expresan como la media * el error estandar.

(*): Indican las diferencias significativas entre los animales
tratados con Acuabio 1y los tratados con el placebo (CN), para
un valor de p < 0.05.

n: Indica el nimero de peces analizados individualmente.

U/ mg prot.: Unidades por miligramos de proteinas totales.

ny/g tej.: Microgramos por gramos de tejido larval.
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Figura 4. Titulo de lectinas. Se determiné el titulo de
hemaglutinacién para cada muestra, y se considerd como titulo
de lectinas, la mayor dilucién de la muestra a la cual se
observa hemaglutinacién completa.

Leyenda:

Los datos estan expresados como la media geométrica +
intervalos de confianza (n = 10).

El grupo tratado con Acuabio 1 mostré6 mayor actividad
hemaglutinadora en comparacién con el control negativo (CN).
Los asteriscos (*) indican las diferencias significativas entre los
animales tratados con Acuabio 1 y los animales tratados con el
placebo (CN) (p < 0.05; test ). La n indica el nomero de peces
analizados individualmente.

por lo que es importante el momento y la via de
administracion.

En los experimentos realizados en este estudio se
estimul6 el crecimiento de las larvas de goldfish y de
tilapia al administrarles el suplemento nutricional
Acuabio 1. Se observ6 un aumento de latalla, el peso

de la actividad de tripsina)

CN Acuabio 1

Actividad antiproteasa (porcentaje de inhibicion

Figura 5. Actividad antiproteasa (porcentaje de inhibicién de la
actividad de la tripsina) en los extractos homogéneos de larvas
de tilapia.

Leyenda:

Los datos se representan como la media + la desviacién
estandar. Todas las muestras se analizaron por duplicado (n =
10). El grupo tratado con Acuabio 1 mostré mayor actividad
antiproteasa en comparacién con el control negativo (CN). Los
asteriscos (*) indican las diferencias significativas entre los
animales tratados con Acuabio 1 y los animales tratados con el
placebo (CN) (p < 0.01, test t). La n indica el nomero de peces
analizados de manera individual.
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y lavelocidad de crecimiento. Resultados similares se
obtuvieron en goldfish alimentados con hormona de
crecimiento recombinante de carpa[14] y en salmones
diploides y triploides inyectados con hormona de
crecimiento porcina recombinante [15] o alimentados
con hidrolizados de proteinas [16].

El piruvato formado en la glucdlisis en los tejidos
animales, puede tomar dos rutas catabodlicas
alternativas. En condiciones aerébicas, €l piruvato se
oxidaaacetilcolina(CoA), el cual entraen €l ciclo del
&cido citrico, y se oxidaa CO, y H.O. La otra ruta
del catabolismo del piruvato es su reduccion alactato
por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), que
ocurre en condiciones de anaerobiosis. La oxidacion
anaerobica del piruvato que produce lactato, es una
via alternativa del muasculo para obtener ATP en
condiciones estresantes. La creatina quinasa (CK)
catalizalafosforilacion directadel ADP apartir dela
fosfocreatina, lo que brindael ATP necesario durante
los primeros 30 segundos de la contraccion répidaen
€l masculo blanco. Se ha sugerido que las actividades
especificas de estas enzimas son indicadores de la
capacidad anaerébica de los peces[17].

El aumento significativo de los niveles de LDH de
laslarvasde goldfishy detilapiatratadas con Acuabio
1, con respecto a las larvas controles, sugiere un
aumento de | as capaci dades anaerdbi cas de estos peces.
Variaciones similares fueron descritas en estudios
efectuados en truchaarcoiris[18] y en e hipogloso de
California [19], en los que ocurri6é un aumento de la
actividad de esta enzima que llev6 a aumento de la
masa y del tamafio del animal.

En este estudio hubo un aumento significativo dela
actividad delaCK enlaslarvasdetilapiatratadas con
Acuabio 1y, aunque en las larvas de goldfish la
diferenciano fuesignificativa, si seaprecié un aumento
de la actividad de la CK. Resultados similares se
obtuvieron en otra especie, trucha arcoiris, en la cua
las actividades relativamente altas de PK o LDH no
necesariamente se correlacionaron con € aumento de
las actividades de CK [18]. Los resultados de esta
investigacion sugieren que en laslarvas querecibieron
el tratamiento con Acuabio 1, €l aporte energético
proviene en gran medida del metabolismo anaerdbico.
Se plantea que este aumento en laactividad delaLDH
€sun mecanismo potencia paramantener unamaxima
vel ocidad de desplazamiento, independientemente del
tamafio del pez, (ndistanciarecorrida por el pez en un
segundo) [17, 18].

En esta investigacion, no hubo diferencias
significativasenlaactividad delaASAT delosextractos
homogéneos de larvas de goldfish y detilapiatratados
con Acuabio 1, con respecto alos grupos controles.

En los tejidos adiposo y hepatico, los efectos
indirectos de la HC promueven la lipdlisis y la
liberacién de &cidos grasos[19]. En esteestudio no se
observaron diferencias significativas en laconcentracion
delosTAG enlaslarvasdegoldfishy detilapiatratadas
con Acuabio 1, lo cual indica que €l tratamiento no
alterd, e metabolismo de los TAG en ninguna de las
dos especies analizadas.

Laestimulacion de las funcionesinmunes por laHC
esindependiente de su efecto en € crecimiento [20]. Se
sabia que el Acuabio 1 estimula la liberacion de la
hormonade crecimiento endégena, y ademas se detectd
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que estimulalaproduccion delisozimaen laslarvas de
goldfish. Se ha observado que la administracion de
homdlogos de laHC estimulalalisozimaen el plasma
[21, 22]. Lainyeccion de HC de sdmon en la trucha
arcoiris mantenida en agua dulce, aumenta los niveles
de lisozima en e plasma [22]. Cuando se tradada la
trucha parda (Salmo trutta) de agua dulce aagua sdlada
se aprecia, ademés, un incremento en las trazas de HC
en el plasmay disminuyen las trazas de las hormonas
tiroideas. Esto seharelacionado con € incrementodela
actividad fagocitica de los leucocitos dd rifién cefdlico
y con elevadas concentracionesdelisozimaen el plasma
[23]. Yadaetal., (2004) [24] reportaron quelaHCy la
prolactina aumentan los niveles de la lisozima en €
plasmadelatruchaarcoiris, en dependenciadeladosis.
Estos experimentos mostraron, ademés, quelaHCy la
prolactina estimulan la produccién de la lisozima por
los leucocitos, sin afectar su proliferacion. En este
sentido se hademostrado quelos neutrdfilos granulares,
un tipo de leucocitos en la trucha, constituyen los
mayores productores de lisozima en la sangre [25].

Otro parametro delainmunidad innataanalizado enla
tilapiafuelaactividad de laslectinas. Estas proteinas del
plasma se detectan mediante ensayos de hemaglutinacion
por ser bivaentes o polivalentes en su interaccion con
losazlicaresdelasglico-proteinaso delosglicolipidos, y
por su capacidad deformar enrejados con distintostipos
celulares, lo cud provoca @ fenomeno de aglutinacion.
Suzuky y Otake (2000) [26] encontraron que las larvas
de Anguilla japonicatienen el evadaactividad delectinas
enlapid, y quelas células que producen estas proteinas
aparecen en una etapa temprana del desarrollo larval: a
los 8 dias después de la eclosion. Estas proteinas se han
identificado también en huevos de salmon [27], de
Paralichthys olivaceus[28] y enlarvasdeS aurata[29].
Recientemente se demostré que & suministro de HC en
lossereshumanosaumentalosnivelesdelaslectinasque
unen manosa, lo que sugiere que tal vez en los pecesla
influenciade Acuabio 1 sobreeste parametro esté mediada
por laHC [30].

En este estudio, la actividad antiproteasa de los
extractos homogeéneos de las larvas tratadas con
Acuabio 1 fue mayor, comparada con el control
negativo. Se ha descrito que el plasma de los peces
contiene numerosos inhibidores de proteasas,
principalmente al-antiproteinasa y a2-macro-
globulina [31]. Se ha demostrado que la diferencia en
laactividad dela&2-macroglobulinaentre dos especies
de trucha esta relacionada con la resistencia ante la
infeccion por A. salmonicida [32]. Por tanto, un
aumento de este pardmetro es beneficioso paralasalud
de los peces tratados con Acuabio 1.

Conclusiones

Mediante ensayos controlados de crecimiento de
larvasdegoldfishy detilapia, secorroboré laactividad
estimuladora del crecimiento que caracteriza al
suplemento nutricional Acuabio 1. Ademés, seestudio
la actividad de enzimas relacionadas con las vias
metabdlicas de energia, asi como €l incremento de
factores asociados con la inmunidad innata de estas
larvas. Ello explica, a su vez, la resistencia que
adquieren estos peces frente a agentes patégenos, tras
el empleo del suplemento nutricional en los ensayos
de campo.
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